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Résumé des travaux de thèse. 
L’ADN est constamment la cible de dommages, provenant aussi bien de sources 
endogènes (propriétés intrinsèques de la macromolécule, métabolisme cellulaire…) 
qu’exogènes (radiations, contaminants alimentaires…). Parmi ces dommages, les cassures 
double-brin de l’ADN (CDB) représentent une des lésions les plus cytotoxiques. En réponse 
à ce danger, la cellule dispose de voies de détection  et signalisation  impliquant le 
recrutement de protéines. Au cours de cette réponse des modifications post-
traductionnelles de  protéines de signalisation et de réparation sont produites au niveau 
du site de cassure comme, par exemple, la phosphorylation de H2AX, un variant de 
l’histone H2A. Cette voie de signalisation permet d’une part d’activer les points de 
contrôle du cycle cellulaire pour stopper la prolifération et, d’autre part, de stimuler les 
systèmes de réparation de CDB afin de restaurer l’intégrité de l’ADN. Une réparation 
infidèle des CDB peut aboutir à des additions/délétions de bases, voir des réarrangements 
chromosomiques, à l’origine de cancers. Ainsi, élucider les causes et les mécanismes 
responsables de la formation des CDB en réponse à des stress génotoxiques et suivre leur 
prise en charge par la cellule sont des éléments importants pour la compréhension de la 
génotoxicité.  
Des techniques permettant d’analyser la formation des CDB (immunofluorescence, 
électrophorèse en champs pulsé, COMET neutre…) existent, mais elles ne permettent 
d’analyser l’état de l’ADN qu’à un instant fixe. La première partie de mon travail de thèse a 
été de créer un outil innovant, permettant de détecter et suivre la formation de CDB en 
temps réel, sur cellules vivantes. Cet outil repose sur la technologie des nanobodies, 
anticorps monochaines produits uniquement chez les camélidés et certains requins. Nous 
avons fait exprimer un nanobody intracellulaire dirigé contre H2AX phosphorylé (appelé 
ϒH2AX), qui semble se relocaliser aux CDB créées par microirradiation. La création de cet 
outil a nécessité l'immunisation d’un lama avec le peptide phosphorylé et l’isolement/le 
clonage des séquences codantes des nanobodies afin de produire une banque. Les 
nanobodies spécifiques de ϒH2AX ont été sélectionnés par phage display et leurs 
séquences ont été exprimées en cellules humaines, fusionnées à un fluorophore afin 
d’observer leur relocalisation aux CDB en temps réel. 
La seconde partie de ma thèse a permis de mieux comprendre le mécanisme 
d’action d’une génotoxine bactérienne, responsable de cancers en modèle murin : la 
Cytolethal Distending Toxin (CDT). Cette toxine, sécrétée par des bactéries commensales 
et pathogènes, se localise au noyau des cellules cibles et provoque des CDB. Si le 
fonctionnement de cette toxine était préalablement décrit comme celui d’une nucléase 
produisant des CDB directes, mon travail a montré que pour des concentrations 
équivalentes à la Dose Létale 50, CDT produit d’abord des cassures simple-brin qui 
dérivent en CDB au cours de la réplication de l’ADN. De plus, la réparation de ces CDB par 
recombinaison homologue est cruciale pour la survie des cellules exposées à CDT. 
En conclusion, mon travail de thèse a permis d’une part de développer un outil 
innovant permettant d’analyser la dynamique en temps réel des CDB en cellules humaine 
et, d’autre part, d’éclaircir le mécanisme menant à la génotoxicité de CDT, toxine 
représentant un risque potentiellement cancérigène chez les mammifères. Les apports de 
ces travaux sont discutés ici. 
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Abstract : Real-time biomarker of DNA double-strand breaks  
and Cytolethal Distending Toxin genotoxicity 
 
Human DNA is constantly damaged by endogenous (cellular metabolism) or 
exogenous (radiations, food contaminants) sources. Among these lesions, DNA double-
strand breaks (DSB) are the most cytotoxic. To survive to these lesions, a cellular pathway 
is in charge for the detection and the signaling of DSB. This pathway involves recruitment 
and post-translationnal modifications of several proteins around the DSB site (like the 
phosphorylation of a H2A histone variant called H2AX).This signalization pathway elicits 
cellular checkpoints in order to stop proliferation, and stimulates DSB repair systems in 
order to restore DNA initial integrity. An error-prone repair of DSB can lead to base 
additions/deletions, or chromosomal aberrations that can induce cancer. In order to 
understand genotoxicity, it is important to elucidate causes and mechanisms responsible 
for DSB formation and to follow their management by the cell.  
Techniques allowing DSB formation analysis (immunofluorescence, pulse-field gel 
electrophoresis, neutral COMET assay…) exist, but can only show DNA state for a given 
point. During the first part of my thesis work, I created a new tool to detect and follow DSB 
formation in real time, in human cells. This tool rely on nanobody technology, which are 
miniatures antibodies produced by camelidae species and some sharks. An intracellular 
nanobody directed against phosphorylated H2AX (ϒH2AX) has been expressed, and seems 
to relocate to microirradiation-induced DSB. In order to build this tool, anti-ϒH2AX 
peptides were designed to immunize a llama, and nanobodies coding sequences were 
isolated/cloned and gathered as a library. Nanobodies specific for ϒH2AX were selected by 
phage display. Fused to a fluorophore these nanobodies were expressed in human cells in 
order to analyze their relocalization to DSB in real time.  
The second part of my phD shed a new light on the mechanism of action of a 
bacterial génotoxine causing cancers in mouse models: the Cytolethal Distending Toxin 
(CDT). This toxin is secreted by commensal and pathogenous bacteria, translocate into the 
nucleus of targeted cells and induces DSB. CDT mechanism of action was previously 
described as those of a nuclease inducing DSB. But my work demonstrated for lower doses 
(equivalent to lethal dose 50), that CDT induced first single-strand breaks leading to 
double-strand breaks through DNA replication. Moreover, homologous recombination 
repair of these DSB is crucial in order for cells exposed to CDT to survive.  
In conclusion, thanks to my thesis work, I developed a new tool to analyze real 
time dynamic of DSB in human cells in one hand. And in another hand, my work shed a 
new light on the mechanism of action of CDT genotoxicity, a toxin displaying cancer hazard 
in mammalians. Contributions brought by this work are discussed here.  
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MMR : MisMatch Repair 
MRN : MRE11-RAD50-NBS1 complex 
MUS81 : MMS and UV-sensitive protein 81 
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NBA1 : New component of the BRCA1-A complex 
NBS1 : Nijmegen Breakage Syndrome protein 1 
NER : Nucleotid Excision Repair 
NHEJ : Non-Homologous End Joining 
NLS : Nuclear Localization Signal 
p53 : tumor Protein 53 kDa 
PALB2 : Partner And Localizer of BRCA2 
PAR : Poly-ADP Ribose 
PARP : Poly-ADP Ribose Polymerase 
PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
pH2AX : phosphopeptide H2AX 
PIAS : Protein Inhibitor of Activated STAT 
PI-3K : Phosphatidylinositol 3’Kinase 
PIII/G3P : capsid Gene 3 Product 
PMT : Pasteurella Multocida toxin 
POT1 : Protection Of Telomeres 
PP2A : Protein Phosphatase 2A 
pRb : Retinoblastoma protein 
PRR : Post-Replication Repair 
PUMA : P53 Up-Regulated Modulator of Apoptosis 
RAP1 : Repressor Activator Protein 1 
RAP80 : Receptor-Associated Protein 80 
RFC : Replication Factor C 
RFP : Red Fluorescent Protein 
RH : Recombinaison Homologue 
RIR : Réparation des pontages inter-brins Indépendante de la Réplication 
RNF : Ring Finger protein 8 
RTEL : Regulator of Telomere Elongation helicase 1 
RPA : Replication Protein A 
SCE : Sister Chromatid Exchange 
SCFS : SKP1–CUL1–F-box protein ligase 
SDSA : Synthesis-Dependent Strand Annealing 
SFR1 : SWI5-dependent recombination repair 1 
siRNA : small interfering RNA 
SLX : Synthetic lethal of unknown function protein  
SVF : Sérum de Veau Foetal 
TIN2 : TRF1-Interacting Nuclear factor 2 
TIP60 : 60 kDa Tat Interactive Protein 
TLS : Translesion Synthesis 
TERT : TElomerase Reverse Transcriptase 
TOP : TOPoisomerase 
TRF : Telomeric Repeat-binding Factor 
UBC13 : Ubiquitin-Conjugating enzyme 13 
UV: UltraViolet 
VH : Variable domain of Heavy chain 
VHH : Variable domain of HCAb Heavy chain 
VL : Variable domain of Light chain 
WIP1 : Wild-Type p53-Induced Phosphatase 
WRN : Werner 
XLF : XRCC4-Like Factor 
XRCC : X-Ray Cross Complementing 








Au cours de ma thèse, j’ai contribué à la création d’un outil permettant la 
détection des cassures double-brin (CDB) de l’ADN en temps réel. C’est un système in 
cellulo, apportant une dimension temporelle dans le suivi des CDB. J’ai également 
étudié une génotoxine bactérienne, la Cytolethal Distending Toxin (CDT), dont le 
potentiel carcinogène été démontré chez la souris (Ge et al., 2007, Fox et al., 2004). 
D’une part, mon travail conduit à une meilleure compréhension de son mécanisme 
d’action. D’autre part, il a permis d’expliquer certains aspects de la toxicité cellulaire 
associée à cette toxine.  
Ainsi je présenterai dans une première partie les sources de dommages à l’ADN, 
les mécanismes de réparation en me focalisant plus particulièrement sur les CDB, dans 
une deuxième partie les nanobodies (anticorps miniatures utilisés pour détecter les 
CDB) avec les résultats obtenus, et dans une 3e partie la toxicité de la CDT avec les 
résultats afférents dont une partie est rapportée dans le journal Cellular Microbiology. 
  







Figure 1. Les types de dommages à l’ADN, leurs origines et leurs réparations. 
Adapté de(Diderich et al., 2011). 
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I. Les dommages à l’ADN 
 
 Les sources de dommages à l’ADN 1)
On estime qu’en absence de stress exogène, chaque cellule fait face, chaque 
jour, à des milliers de dommages à l’ADN (Lindahl, 1993). Sachant qu'un individu est 
constitué de plus de 1013 cellules, l’organisme doit donc quotidiennement faire face à 
un nombre astronomique de dommages. Toutes ces altérations représentent un 
danger certain pour les cellules, car elles altèrent la structure même de la double 
hélice d’ADN et peuvent perturber les processus métaboliques de l'ADN (transcription, 
réplication) avec la possibilité d'induire des mutations. Les modifications toxiques 
endogènes de l'ADN sont principalement le résultat de la stabilité de l'ADN (par 
exemple sites abasiques observés spontanément), d'oxydation ou de perturbation de 
la réplication et de la division cellulaire. Les agents exogènes provoquant des 
dommages à l’ADN peuvent être classés en 3 catégories :  
- les agents physiques : les rayonnements (ionisants ou ultraviolets). 
- les agents chimiques : la pollution (atmosphérique, environnementale), les 
contaminants alimentaires, les substances utilisées en chimiothérapies… 
- les agents biologiques : les virus, les génotoxines bactériennes ou fongiques…  
Ces agents produisent un éventail de dommages à l’ADN, auxquels la cellule doit 
faire face. Afin d’éviter que ces lésions ne compromettent l’information génétique, des 
systèmes de réparation, adaptés à chaque type de dommage, sont retrouvés des 
bactéries aux eucaryotes supérieurs (Figure 1).  
 
 Altérations de bases d’ADN a.
Les espèces réactives de l’oxygène (produit du métabolisme cellulaire ou 
consécutives à des radiations ionisantes, voir chapitre I. 3) a.) ainsi que les agents 
alkylants (contenus dans certains traitements anti-cancéreux) provoquent des 
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modifications chimiques de certaines bases de l’ADN. Ces modifications incluent entre 
autre la conversion de guanines en 8-oxo-2’-deoxyguanosines (8-oxodG), la formation 
de thymidines glycol ou de cyclopurines, le transfert de groupes alkyl (alkylation), le 
détachement pur et simple des bases de la double-hélice (sites abasiques) ou des 
cassures simple- et double-brin (Diderich et al., 2011). Ces altérations chimiques 
modifient la capacité de la base à se lier avec sa base complémentaire. Si cette base 
n’est pas « réparée », elle peut conduire à une erreur pendant la réplication et 
produire alors une mutation ponctuelle. Le système de réparation majoritaire de ce 
genre de lésion est la réparation par excision de bases (Base Excision Repair, BER). 
Brièvement, des enzymes du BER, les glycosylases, sont capables de reconnaitre les 
bases endommagées et de les exciser. Elles sont remplacées par les bases 
complémentaires à celles de la matrice lors de la réplication réparatrice, et le brin 
d’ADN est religué pour en restaurer sa continuité. La déficience de protéines 
impliquées dans le BER ne conduit généralement pas à un phénotype en raison de la 
redondance des activités. Néanmoins il existe quelques exemples pour lesquels une 
altération du processus BER peut conduire à un défaut de réparation de ces lésions et 
donc à des mutations : par exemple, le syndrome myélodysplasique, caractérisé par 
des cytopénies et une propension à développer des leucémies aigües myeloïdes 
(Jankowska et al., 2008). Une mutation sur la cystéine 326 d’OGG1 (glycosylase du 
BER) est partagée par une partie des patients et serait à l’origine de l’accumulation de 
bases endommagées (8-oxoguanines essentiellement,(Jankowska et al., 2008). 
 
 Dommages encombrants b.
L’ADN peut également subir d’autres types de dommages : ces lésions sont dites 
« encombrantes » (Bulky lesions) (Figure 1). Il peut s’agir de liaisons covalentes entre 
plusieurs bases d’un même brin, comme après exposition aux rayons UV, qui conduit à 
la formation de dimères cyclobutanes de pyrimidines et des photoproduits pyrimidine-
(6,4)-pyrimidone. De plus, l’exposition à certains hydrocarbures aromatiques 
polycycliques –tel que le Benzopyrène, présent dans les gaz d’échappements, fumée 
de cigarette ou de barbecue– provoque des adduits sur l’ADN, qui sont également des  
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lésions encombrantes. Ces types de lésion sont pris en charge par la réparation par 
excision de nucléotides (Nucleotide Excision Repair, NER). La lésion est détectée et le 
brin d’ADN endommagé est excisé sur une longueur de l’ordre d’une dizaine de 
nucléotides chez les bactéries et d'une trentaine chez les eucaryotes. La séquence 
excisée est ensuite resynthétisée par réplication afin de restaurer l’information 
génétique initiale. Curieusement, la déficience de protéines du NER ne conduit pas 
systématiquement au même syndrome. En effet, le NER se décompose en deux sous-
voies, l’une intervenant sur toutes les séquences du génome (global genomic repair), 
l’autre intervenant essentiellement pendant la transcription (transcription-coupled 
repair). Si une protéine de la global genomic repair est déficiente, la personne est 
atteinte de Xeroderma pigmentosum (ou maladie des enfants de la lune, car 
présentant une très haute sensibilité aux UV, avec une propension importante à 
développer des cancers (Robbins et al., 1974)). Une déficience portant sur une 
protéine de la transcription-coupled repair conduit au syndrome de Cockayne (retard 
de croissance couplé à un défaut de développement du système nerveux, 
photosensibilité et vieillissement prématuré (Cockayne, 1936)). La trichothiodystrophie 
(retard mental associé à des cheveux cassants) est également associée à des défauts 
du NER, mais l’étiologie exacte est plus complexe, étant donnée qu’elle impliquerait 
des protéines de la global genomic repair et de la transcription-coupled repair 
(Lehmann, 2001, Kamileri et al., 2012).  
 
 Pontages inter-brin c.
La dimérisation de deux bases peut également se faire entre les deux brins 
d’ADN de la double-hélice (Figure 1) : on parle alors de pontages inter-brin. Certains 
agents, comme le cis-platine ou la mitomycine C, sont utilisés en thérapie anti-
cancéreuse pour induire ces pontages inter-brins et tuer les cellules cancéreuses. Si 
d’autres agents pontants ont été utilisés comme arme chimique de la 2ème guerre 
mondiale (gaz moutarde,(Goodman et al., 1946), beaucoup se retrouvent dans notre 
environnement, tels la fumée de cigarette, des gaz d’échappement (aldéhydes) ou 
encore sont produits par notre corps, comme certains aldéhydes ou lipides peroxydés. 






Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
36 
 
Ces agents représentent un danger pour les cellules saines car ces pontages peuvent 
bloquer la réplication et la transcription en empêchant la séparation des brins d’ADN. 
Deux systèmes de réparation dédiés sont chargés de réparer ces pontages. La voie de 
l’anémie de Fanconi (FA) répare essentiellement ces pontages pendant la réplication, 
en favorisant l’intervention de la recombinaison homologue (RH) au niveau de ces 
lésions. D’ailleurs certaines protéines de la voie de la FA sont des protéines de la RH, 
telles FANCD1 (appelé BRCA2 dans la RH), FANCO (SLX4), FANCN (PALB2), FANCB 
(RAD51C). Le fonctionnement des protéines de la RH est développé dans le chapitre I. 
4) b.). La déficience de la voie de la FA a donc des conséquences sur les cellules 
réplicatives, comme celles du sang ou de certains épithéliums, qui meurent ou 
subissent des réarrangements chromosomiques. C’est pourquoi, l’anémie de Fanconi 
est caractérisée par une pancytopénie, des malformations congénitales et une 
prédisposition à certains cancers tels la leucémie aigüe myéloïde et des cancers des 
voies aérodigestives (Fanconi, 1927). Le deuxième système de réparation des pontages 
inter-brins est la réparation indépendante de la réplication (RIR) : elle se produit dans 
toutes les phases du cycle cellulaire et impliquerait des protéines du NER (Williams et 
al., 2012), mais elle est moins bien caractérisée.  
 
 Mésappariements de bases d.
Lors de la réplication de l’ADN, le réplisome (développé plus amplement chapitre 
I. 2) a.) peut incorporer des nucléotides incorrects dans le brin d’ADN néosynthétisé, 
conduisant à un mésappariement entre ce nucléotide et celui du brin matrice. Bien 
que rares (on estime qu’1 nucléotide sur 105 est incorrectement incorporé par la 
polymérase epsilon (McCulloch et al., 2008)) ces erreurs sont plus fréquentes et 
peuvent toucher plusieurs nucléotides sur certaines séquences d’ADN répétées 
(Fortune et al., 2006), comme les séquences microsatellites plus difficiles à répliquer 
(les séquences répétées sont développées dans le chapitre I. 5) c.). Des 
mésappariements peuvent également survenir par l’action de polymérases moins 
fidèles qui incorporent parfois des nucléotides non complémentaires, comme lors de la 
synthèse translésionnelle ou la réplication post réplicative (ces deux systèmes sont 
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développés dans les chapitres I. 2) e.). Enfin, les mésappariements de bases peuvent 
aussi résulter du processus de RH. Pour faire face à ces erreurs, les cellules possèdent 
un système de réparation des mésappariement de bases (MMR,(Li, 2008). Bien que ce 
système ait été initialement documenté chez E.coli, les études chez les eucaryotes 
montrent que les protéines du MMR sont capables de reconnaitre ces 
mésappariements spécifiquement sur le brin néosynthétisé. Des endonucléases 
coupent près de la zone du brin néosynthétisé mésapparié qui est alors dégradé par 
une exonucléase. Des polymérases sont recrutées pour resynthétiser le brin sans 
causer de mésappariements et la réaction est terminée par la ligation du nouveau brin 
pour restaurer la continuité du brin d’ADN. 
 
 Cassures double-brin de l’ADN e.
Le clivage des deux brins de la double-hélice d’ADN constitue un évènement 
dangereux pour la survie de la cellule, car létal s’il n’est pas réparé ou à l’origine de 
réarrangements chromosomiques en cas de mauvaise réparation. Les cassures double-
brin de l’ADN (CDB) ont des sources multiples (les CDB sont développées dans le 
chapitre I. 3)), dont une partie provient d’évènements néfastes se produisant pendant 
la réplication de l’ADN. Les dommages réplicatifs sont donc développés en détail dans 
le chapitre suivant. 
 
 Les dommages réplicatifs 2)
Les cellules régulent la réplication de leur génome d’une manière extrêmement 
complexe, assurant une duplication rapide et fidèle de l’information génétique au 
cours de la phase S. Le contrôle précis de la réplication est important car pendant la 
phase S, l’ADN est particulièrement sensible aux lésions qui perturbent la réplication et 
engendrent des mutations et des réarrangements chromosomiques. 
 
 






Figure 2. Représentation de la fourche de réplication. 
La réplication fidèle de l’ADN nécessite la mise en place du réplisome. Les topoisomérases 1 et 2 
(anneau vert) relâchent la tension causée par les super-enroulements précédant la fourche de 
réplication. La séparation des deux brins matrices est réalisée par les hélicases du complexe MCM 
(triangle bleu). Lors de la séparation des brins, le simple-brin est recouvert par RPA (ronds violets). La 
réplication du brin discontinu (lagging strand) se fait par hybridation d’amorces ARN et la polymérases 
α/primase (anneau bleu). La synthèse du lagging strand est effectuée par la polymérase δ (rectangle 
orange). Le fragment d’Okazaki ainsi synthétisé est lié au fragment précédent par la DNA ligase I. La 
synthèse du brin continu (leading strand) se fait par la polymérase ε (rectangle jaune). Schéma adapté 
de Ruiz, 2007. 
  
Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
40 
 
 Rappels sur la réplication de l’ADN a.
Beaucoup de protéines impliquées dans la réplication de l’ADN sont conservées 
parmi les espèces eucaryotes. Des mutations dans ces protéines conduisent à 
l’accumulation d’intermédiaires de réplication d’ADN qui déclenchent des processus 
de recombinaison chromosomiques et de l’instabilité génomique (pour revue, 
(Aguilera et al., 2008). La réplication de l’ADN s’effectue grâce à des complexes 
multiprotéiques : les réplisomes (Figure 2). Ils sont nécessaires à la formation de 
fourches de réplication qui progressent le long de la totalité de l’ADN génomique pour 
le répliquer. Ces réplisomes incluent le complexe hexamérique d’hélicases réplicatives 
MCM (MCM2 et MCM7). Indispensables à la réplication, elles sont chargées de 
dérouler l’ADN en amont de la fourche de réplication (Labib et al., 2000), ce qui 
permet aux facteurs d’élongation du réplisome (les polymérases α, ε et δ) de répliquer 
cet ADN en incorporant les bases complémentaires à celles des brins d’ADN matrice. 
Ces polymérases sont assistées par des facteurs accessoires : le facteur de réplication C 
(Replication Factor C, RFC) contribue au recrutement de PCNA (Proliferating Cell 
Nuclear Antigen), qui maintient les DNA polymérases sur le chromosome, permettant 
une réplication rapide et processive (Stukenberg et al., 1991). La synthèse de l’ADN se 
faisant par l’ajout de nucléotides en 3’ du primer synthétisé par la polymérase α, la 
réplication est semi-discontinue : il y a un brin leader (leading strand, synthétisé par la 
polymérase ε), sur lequel les nucléotides sont continuellement ajoutés au primer 
initial, et un brin retardé (lagging strand, synthétisé par la polymérase δ, en 
collaboration avec la polymérase α), sur lequel des amorces sont synthétisées et 
allongées par synthèse d’ADN pour former les fragments d’Okazaki (Figure 2). RFC et 
PCNA coordonnent le passage de la polymérase α vers la polymérase réplicative δ, et 
agissent comme plateforme pour recruter FEN-1 (Flap Endonuclease-1) et la DNA ligase 
I, qui maturent et liguent les fragments d’Okazaki au fragment précédent (pour 











Figure 3. Torsions de l’ADN liées à la réplication. 
Les topoisomérases TOP1 et TOP2 enlèvent les super-enroulements se formant devant la fourche de 
réplication pour supprimer la tension sur l’ADN en cours de réplication. Seul TOP2 enlève les 
precatenanes se formant après le passage de la fourche. Schéma adapté de(Branzei et al., 2010) 
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 Topologie de l’ADN pendant la réplication b.
Au cours de la phase S, le déroulement du duplex d’ADN induit des différences 
dans la topologie et la conformation de l’ADN répliqué. La séparation des brins 
parentaux par les hélicases induit localement la formation d’ADN super-enroulé devant 
la fourche de réplication, ou encore la formation de precatenanes (Figure 3) lorsque les 
duplexes répliqués s’enroulent derrière la fourche de réplication. La torsion appliquée 
par la réplication sur n’importe quel segment d’ADN est un stress qui ne peut 
simplement pas être évacué en faisant pivoter les extrémités des chromosomes, car 
les chromosomes eucaryotes sont très longs et répliqués par de nombreuses fourches 
en même temps. Par conséquent, cette tension peut uniquement être soulagée par 
cassure de l’ADN suivie de sa religation, ce qui est effectué par des nucléases 
spécialisées appelées topoisomérases (pour revue,(Wang, 2002). Les super-
enroulements en amont de la fourche de réplication sont enlevés par les 
topoisomérases de type I (TOP1) et de type II (TOP2), permettant la progression de la 
machinerie de réplication chez les eucaryotes (Figure 3). En effet, Top1 et Top2 suivent 
les fourches de réplication chez S. cerevisiae (Bermejo et al., 2007). En revanche, les 
precatenanes n’affectent pas le déroulement de la double-hélice par la fourche de 
réplication. Néanmoins, étant donné que les precatenanes enroulent les nouveaux 
double-brin ADN entre eux, ils compliquent la séparation des deux chromosomes 
après réplication : ils sont éliminés par des TOP2 uniquement (Figure 3 et(Wang, 2002). 
Des problèmes supplémentaires surviennent quand deux fourches de réplication 
fusionnent en fin de réplication : la longueur de l’ADN non-répliqué diminue au fur et à 
mesure que les deux fourches se rapprochent l’une de l’autre, ce qui augmente 
drastiquement la tension appliquée par le surenroulement de l’ADN sur cette 
séquence. Cette tension peut conduire à la cassure des brins d’ADN, ce qui expliquerait 
pourquoi les régions répliquées tardivement ont tendance à faire des CDB (Mirkin et 
al., 2007, Casper et al., 2002).  
Une autre situation peut survenir durant la réplication, si une fourche de 
réplication rencontre une « bulle de transcription » ; cela peut provoquer une collision 
entre le réplisome et les ARN polymérases (associées à la bulle de transcription) et 
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donc un blocage de la réplication (Deshpande et al., 1996, Azvolinsky et al., 2009, 
Olavarrieta et al., 2002).  
Les blocages de fourches de réplication sont régulièrement associés à une 
augmentation de la fréquence de recombinaison aux sites bloqués (Lambert et al., 
2005, Admire et al., 2006). En effet, si la synthèse d’ADN ne peut repartir, le blocage 
conduit au désassemblage du réplisome et à l’effondrement de la fourche de 
réplication, menant à la formation d’une CDB par un mécanisme encore mal élucidé.  
En plus de ces obstacles, le génome eucaryote contient d’autres écueils pour la 
réplication : les sites fragiles, qui sont des loci héritables spontanément difficiles à 
répliquer (Durkin et al., 2007). Ces sites sont des « points chauds » de réarrangements 
chromosomiques en cas de stress réplicatifs et partagent une caractéristique 
commune : ils induisent le pausing ou bloquent complètement la progression de la 
fourche, augmentant les risques de produire des séquences non répliquées (des gaps) 
et des CDB. Les séquences répétées (comme les répétitions de di- ou trinucléotides), 
inversées, en miroir ou directes peuvent souvent induire la formation de structures 
d’ADN alternatives, comme les crucifomes, triplex H–DNA, left-handed Z-DNA et 
slipped-strand S-DNA, qui inhibent la réplication (pour revue,(Mirkin et al., 2007). On 
distingue deux types de sites fragiles : les sites communs, qui sont présents chez tous 
les individus, qui contiennent souvent des séquences riches en AT et qui ne présentent 
pas d’instabilité (expansion ou réduction de la taille de ces séquences au fil des 
divisions). Les sites rares en revanche, sont directement associés à des maladies 
génétiques héréditaires (pour revue,(Mirkin, 2006). Ils peuvent contenir des séquences 
riches en GC et/ou des séquences répétées (microsatellites) et sont particulièrement 
instables (pour revue,(Debatisse et al., 2012). 
 
 Les dommages perturbant la réplication c.
En plus des obstacles inhérents à la nature de l’ADN eucaryote, des dommages à 
l’ADN peuvent également perturber la fourche de réplication, et potentiellement 
aboutir à des CDB puis des aberrations chromosomiques. Ces dommages incluent 
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notamment les lésions encombrantes, les cassures simple-brin (CSB) et les pontages 
interbrins, évoquées dans les chapitres I. 1) a. et c. Enfin, un autre paramètre influe 
fortement sur la progression de la fourche de réplication : la concentration en 
déoxyribonucleotides (dNTPs). En effet, la présence en excès de l’un des 4 dNTPs ou 
l’absence de dNTPs par perturbation de la chaîne de synthèse des dNTPs affecte la 
progression de la fourche de réplication (Sanchez et al., 2012, Bianchi et al., 1986). Ceci 
peut se produire si l’une des enzymes de la voie de synthèse des dNTPs est mutée 
(Sanchez et al., 2012) ou si la ribonucléotide réductase est inhibée (par l’hydroxyurée 
par exemple (Bianchi et al., 1986)). L’activité éditrice (proofreading) des polymérases 
leur permet de tester l’interaction entre le nucléotide ajouté et le nucléotide matrice. 
Si les deux nucléotides ne sont pas complémentaires, le nucléotide ajouté est remplacé 
par un autre et re-testé jusqu’à ce que le nucléotide complémentaire soit trouvé. Si le 
dNTP complémentaire au nucléotide de la matrice est absent ou trop rare, le 
réplisome est incapable de poursuivre la polymérisation de l’ADN à cause de cette 
activité proofreading.  
La perturbation de la fourche de réplication par l’un de ces facteurs peut 
conduire à un découplage des activités hélicases et polymérases, les hélicases 
continuant de générer de longs segments d’ADN simple-brin, alors que les 
polymérases sont à l’arrêt (Byun et al., 2005, Walter et al., 2000). Cette situation met 
encore une fois en péril la stabilité de la fourche, et le redémarrage de la réplication 
nécessite des mécanismes spécialisés (point développé plus loin, chapitre I. 2) e.). 
 
 Le point de contrôle de la phase S (checkpoint intra-S) d.
En réponse aux stress réplicatifs pouvant provoquer des effondrements de 
fourches de réplication, la cellule possède un point de contrôle de la phase S 
(checkpoint intra-S), chargé d’adapter la progression de la réplication. Des senseurs 
sont mobilisés pour détecter, transmettre et amplifier la signalisation des dommages 
ou un signal de stress réplicatif, conduisant à l’activation du checkpoint intra-S. Ce 
checkpoint est différent des checkpoints G1/S ou G2/M qui stoppent la cellule à la 
transition de deux phases du cycle (développés dans le chapitre I. 3) b.) 
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3) b.) : le checkpoint intra-S ralentit les fourches de réplication et influerait sur le 
départ d’autres origines de réplication. Lorsque l’un des multiples évènements cités ci-
dessus induit le découplage des polymérases réplicatives et des activités hélicases 
(Byun et al., 2005, Walter et al., 2000), de longues séquences d’ADN simple-brin sont 
générées. La protéine RPA (Replication Protein A), qui possède une forte affinité pour 
l’ADN simple-brin, est l’un des premiers senseurs du checkpoint intra-S. Une fois liée à 
l’ADN simple-brin, RPA active la kinase du checkpoint ATR (Ataxia Telangectasia 
mutated and Rad3-related) via son partenaire ATRIP (ATR-Interacting Protein) (Zou et 
al., 2003). La perte d’ATR ou d’autres composants de la voie ATR est létale à l’état 
embryonnaire, et des mutations hypomorphes peuvent causer des défauts de 
croissance et de développement, tel que le syndrome ATR-Seckel (O'Driscoll et al., 
2003, O'Driscoll et al., 2007). La kinase ATR activée phosphoryle un grand nombre de 
cibles impliquées dans la signalisation du checkpoint, dans la réparation de l’ADN et 
dans l’apoptose, telle que CHK1 (Checkpoint Kinase 1), H2AX (variant de l’histone 
H2A,(Ward et al., 2001) et p53 (Tibbetts et al., 1999). Un des rôles importants d’ATR 
dans le checkpoint intra-S est la phosphorylation et l’activation de la kinase CHK1 (Guo 
et al., 2000, Liu et al., 2000), qui est favorisée par plusieurs autres facteurs de la 
réplication et du checkpoint, incluant RAD9, RAD17, TOPBP1 (TOP (DNA) II-binding 
protein 1), la claspine et le complexe TIM (homologue de timeless)/TIPIN (TIMELESS-
interacting protein) (Furuya et al., 2004, Kumagai et al., 2000, Unsal-Kacmaz et al., 
2005, Unsal-Kacmaz et al., 2007, Zou et al., 2002).  
Le checkpoint intra-S régule la réplication de l’ADN par plusieurs aspects :  
- d’une part, par la stabilité des fourches. En effet, CHK1 est crucial pour éviter 
l’effondrement des fourches de réplication, en présence et en absence de stress. 
L’absence de CHK1 en cellules humaines conduit à la formation de CDB consécutives à 
des fourches instables (Syljuasen et al., 2005).  
- d’autre part, par un ralentissement des réplisomes dépendant du checkpoint 
intra-S en réponse à des dommages à l’ADN. ATR, en coordination avec ATM, 
appliquerait un rétrocontrôle directement sur les réplisomes. Ce mécanisme est 
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encore mal connu, mais il pourrait impliquer la phosphorylation par ATM et ATR des 
hélicases du complexe MCM (Cortez et al., 2004). 
- enfin, en cas de stress réplicatif, le checkpoint intra-S opèrerait une régulation 
globale sur les origines de réplication du noyau. Durant la réplication de l’ADN, 
l’activation séquentielle des origines de réplications est finement régulée par les 
protéines du checkpoint chez la levure et l’Homme. Dans des conditions normales, les 
origines précoces sont celles qui initient la réplication, tandis que des origines tardives 
se déclenchent alors que la phase S est déjà avancée, les origines dormantes pouvant 
ne jamais s’activer. CHK1 activé phosphoryle et inhibe les phosphatases CDC25-A et 
CDC25-C, ce qui inhibe le complexe Cycline-A/CDK2 et empêche la libération de E2F, 
facteur de transcription favorisant la poursuite de la prolifération (Mailand, 2000). Le 
checkpoint maintient CDK2 sous sa forme inactive. Or, l’activité kinase de CDK2 est 
nécessaire pour phosphoryler CDC45 et activer de nouvelles origines de réplication 
(Zou et al., 1998). Le dogme actuel propose donc une inhibition globale de la plupart 
des origines de réplication par le checkpoint intra-S en réponse à un stress réplicatif. 
Ces constatations proviennent de l’observation en cellules de mammifères de 
l’activation d’origines de réplications supplémentaires lorsque ATR est inhibé 
(Marheineke, 2004, Karnani et al., 2011). Néanmoins, des données contradictoires sur 
l’activation d’origines dormantes en réponse au stress réplicatif ont été obtenues, 
reflétant les disparités de réponses entre les différents modèles utilisés et les types de 
stress réplicatifs appliqués (Woodward, 2006). Des travaux récents basés sur du BrdU-
chIP (Immunoprécipitation de chromatine sur bromodeoxyuridine) en cellules de 
mammifères proposent une théorie unificatrice décrivant une régulation fine de 
l’activation des origines de réplication (Karnani et al., 2011) : en réponse à un stress 
réplicatif (hydroxyurée), la plupart des origines de réplication tardives seraient 
inhibées, tandis que les origines dormantes proches des fourches de réplication 
bloquées seraient activées.  
Par ces multiples aspects, le checkpoint intra-S est capable d’une part de ralentir 
la phase S, et d’autre part de stabiliser les fourches de réplication pour limiter leur 
effondrement. 







Figure 4. Réparation/Tolérance des dommages bloquant la réplication. 
Un dommage encombrant (A) peut être contourné au niveau de la fourche de réplication par l’échange 
temporaire de polymérases réplicatives (B) avec des polymérases tolérantes aux dommages (E, synthèse 
translésionnelle) ou par l’utilisation du brin néosynthétisé du lagging strand comme matrice pour la 
synthèse du leading strand (F et G). L’extension est possible grâce à la réversion de fourche (F) ou grâce 
à la formation d’un intermédiaire de recombinaison par invasion de brin (template switching, G). Si une 
amorce s’hybride en aval du leading strand (C), la synthèse translésionnelle (H) et le template switching 
(I) peuvent survenir de manière post-réplicative au niveau de zones non répliquées. Adapté de(Ulrich, 
2011). 
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 Prise en charge des lésions bloquant la réplication e.
Les dommages encombrants sont généralement pris en charge par la réparation 
par excision de nucléotides (NER) (comme expliqué dans le chapitre I. 1) b.). 
Néanmoins, lorsque les hélicases réplicatives séparent les deux brins d’ADN matrice, 
ces dommages sont exposés dans l’ADN simple-brin. Or les polymérases réplicatives 
classiques sont incapables d’utiliser cet ADN endommagé comme matrice. Dans ce cas 
de figure, le BER et le NER sont dans l’incapacité de réparer ces dommages au sein de 
la fourche de réplication. En effet, les deux brins étant séparés, l’ADN simple-brin 
endommagé n’a plus de matrice pour permettre la resynthèse de la région excisée. De 
plus, un clivage de cet ADN simple-brin par le BER ou le NER conduirait instantanément 
à une conséquence plus sérieuse : l’effondrement de la fourche de réplication. Une 
lésion portant sur le lagging strand (synthétisé de manière discontinue, Figure 2) ne 
conduit pas forcément à un blocage de la fourche, mais provoque plutôt un gap dans 
le brin néosynthétisé, i.e. un fragment d’Okazaki incomplet. En revanche, les lésions 
sur le leading strand sont bien plus problématiques étant donné la synthèse d’ADN 
continue (Figure 4 A). La réplication du brin peut se poursuivre soit grâce au 
contournement de la lésion par la fourche de réplication (Figure 4 B), soit par 
l’hybridation d’un primer ADN après la lésion sur le leading strand (Figure 4 C). Dans ce 
dernier cas, la lésion persiste et crée un gap dans le brin néosynthétisé, comme pour le 
lagging strand, réparé après la réplication (Figure 4 D). Quel que soit le cas, deux voies 
de contournement peuvent être différenciées :  
- une copie directe de l’ADN endommagé par des polymérases spécialisées et 
moins fidèles que les polymérases réplicatives : c’est la synthèse translésionnelle 
(TransLesion Synthesis, TLS, (Lehmann et al., 2007, Waters et al., 2009), Figure 4 E et 
H). 
- une voie d’évitement du dommage qui n’utilise pas l’ADN endommagé comme 
matrice pour synthétiser de l’ADN (Heller et al., 2006, McGlynn et al., 2002) : le 
template switching (TS). Dans ce cas, le brin bloqué utilise le brin néosynthétisé 
homologue comme matrice pour la synthèse d’ADN à la place du brin endommagé 
(Figure 4 F, G et H).  
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Le choix entre ces deux voies de contournement semble se faire au niveau de 
PCNA, dont l’ubiquitylation contrôle l’activité de la TLS et du template switching 
(Hoege et al., 2002). En réponse à un stress réplicatif, la protéine PCNA peut être 
monoubiquitylée et polyubiquitylée. Ces modifications ont été observées dans 
beaucoup d’espèces eucaryotes, et les enzymes impliquées semblent très conservées 
(Hoege et al., 2002). La monoubiquitylation de PCNA sur le résidu lysine 164 est 
médiée par RAD6, une ubiquitin-conjugating enzyme (E2) en coordination avec RAD18, 
une ubiquitin protein ligase (E3), alors que la polyubiquitylation sur la Lysine 63 est 
catalysée par SHPRH (Frampton et al., 2006) et HTLF (Motegi et al., 2006). De manière 
intéressante, les deux modifications marquent PCNA pour des fonctions alternatives :  
- la monoubiquitylation active la TLS par des polymérases tolérantes au 
dommage (Figure 4 E et H,(Stelter et al., 2003, Kannouche et al., 2004). La plupart 
d’entre elles appartiennent à la famille des ϒ-polymérases, possèdent des domaines de 
liaison à l’ubiquitine et une affinité supérieure pour la forme monoubiquitylée de 
PCNA, favorisant ainsi leur recrutement au niveau de la lésion à contourner (Bienko et 
al., 2005, Plosky et al., 2006). Ces polymérases possèdent un site accepteur de 
nucléotides plus vaste que les polymérases réplicatives, leur permettant d’accepter les 
brins d’ADN endommagés, ayant subi des distorsions importantes (pour revue,(Sale et 
al., 2012). Les polymérases translésionnelles insèrent des nucléotides (différents en 
fonction de la lésion et de la polymérase) en face de l’ADN endommagé et poursuivent 
la réplication de ce brin sur plusieurs nucléotides après la lésion pour combler le gap 
(Bridges et al., 1985). Comme expliqué précédemment, les polymérases réplicatives 
classiques possèdent une activité proofreading qui assure une bonne fidélité de 
réplication aux polymérases réplicatives. En revanche, les polymérases translésionelles 
étant dépourvues d’activité proofreading, leur réplication du brin post-lésion incorpore 
plus de nucléotides non-complémentaires, conduisant ainsi à de la mutagénèse sur le 
brin néosynthétisé (Sale et al., 2012).  
- la polyubiquitylation de PCNA active une voie alternative ne produisant pas 
d’erreur : le template switching (Figure 4 F, G et I). Ce mode de contournement est 
encore mal caractérisé, mais semble proche de la RH (développée dans le chapitre I. 4) 
b.) d’après des études menées essentiellement chez la levure. Il semble que le 
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template switching soit possible au niveau de la fourche bloquée (Figure 4 F et G), ou 
après contournement de la lésion (donc derrière la fourche) en réparation post-
réplicative (Figure 4 I). Ces deux voies seraient médiées respectivement par RAD51 et 
RAD52, et par RAD18–RAD5–MMS2–UBC13 (pour revue,(Branzei et al., 2010). Dans les 
deux cas, le brin naissant, bloqué en 3’ par la lésion, change de matrice (Template 
switch) : il s’hybride avec le brin naissant complémentaire de la chromatide sœur.  
Plusieurs modèles sont suggérés pour le template switching (Broomfield et al., 
2001):  
- le brin naissant bloqué pourrait envahir le duplex de la chromatide sœur de 
façon très similaire à la RH, pour former une jonction de Holliday (Figure 4 G et I). En 
migrant, la structure recouvre le dommage et permet ainsi de le contourner, alors que 
le brin naissant poursuit sa synthèse grâce au brin complémentaire de la chromatide 
sœur. La jonction peut ensuite être dissoute ou résolue pour permettre la poursuite de 
la réplication.  
- dans l’autre modèle, sans invasion du duplex de la chromatide sœur, le brin 
naissant bloqué poursuit sa synthèse en s’hybridant avec le brin naissant 
complémentaire, qui est plus long car il n’a pas été bloqué (Figure 4 F). Ce phénomène 
est appelé « réversion de fourche ». Une fois la synthèse parvenue au bout de la 
matrice, il y a séparation des deux brins par résolution et le brin anciennement bloqué 
s’hybride à nouveau avec son ancienne matrice, couvrant la lésion. Sa synthèse peut 
alors continuer normalement.  
 
 Enfin, une modification post-traductionelle de PCNA, préalablement observée 
chez la levure, a également été décrite chez l’homme. Il s’agit de la sumoylation sur la 
lysine 164, (Moldovan et al., 2012). Elle permettrait le recrutement de PARI (PCNA-
associated recombination inhibitor) au niveau des fourches de réplication bloquées. 
PARI est l’homologue humain de l’antirecombinase de levure Srs2. Le rôle et le 
mécanisme de cette interaction sont sujets à débat. Selon le modèle actuel, PARI 
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inhiberait les évènements de RH inappropriés au niveau de la fourche de réplication 
bloquée, mais également, favoriserait l’utilisation de la TLS (Gali et al., 2012).  
 
 Les cassures double-brin de l’ADN 3)
Parmi tous les types de dommages énoncés précédemment, un grand nombre 
peut dégénérer en cassures double-brin (CDB) ; or les CDB de l’ADN font partie des 
lésions les plus cytotoxiques. En effet, on considère qu’une seule CDB non réparée 
suffit à conduire à la mort de la cellule (Huang et al., 1996, Bennett et al., 1993). Par 
ailleurs, les CDB peuvent non seulement conduire à des mutations locales, comme des 
additions/délétions de bases, mais également à des pertes massives d’informations 
génétiques, par exemple des millions de paires de bases dans le cas d’une perte d’un 
chromosome (ou d’un fragment de chromosome), ou encore à des réarrangements 
majeurs dans le cas de translocations chromosomiques.  
 
 Origines des cassures double-brin:  a.
 
 Les espèces réactives de l’oxygène.  
Pendant la respiration, la mitochondrie convertit environ 0,1 à 1% de l’oxygène 
en superoxide (O2-) (Chance et al., 1979) ; les superoxides dismutases de la 
mitochondrie (SOD2) ou du cytosol (SOD1) convertissent l’anion superoxide en 
peroxyde d'hydrogène puis dans une seconde étape en radicaux libres hydroxyle (·OH), 
pouvant réagir avec l’ADN pour causer des CSB. Il n’est pas clairement établi qu’un 
radical libre puisse directement causer une CDB, mais deux lésions proches sur des 
brins antiparallèles peuvent causer une CDB (Freifelder et al., 1969). Or, environ 1022 
radicaux libres sont produits dans le corps humain chaque heure, ce qui représente 
une source non négligeable de dommages à l’ADN. Les stress oxydatifs subits par les 
cellules sont également causés par de nombreux agents exogènes, tels la pollution, la 
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fumée de cigarette, les contaminants alimentaires, environnementaux ou certains 
agents génotoxiques… 
 
 La réplication de l’ADN 
Comme expliqué dans le chapitre I. 2), de nombreuses fourches de réplications 
répliquent simultanément l’ADN en phase S et peuvent être stoppées par divers 
dommages. Ces blocages peuvent alors conduire à leur effondrement et à l’apparition 
de CDB (Lundin et al., 2002, Saintigny et al., 2001). Ainsi, en condition de stress 
réplicatif, la phase S constitue une source majeure de CDB.  
 
 Les enzymes du métabolisme de l’ADN 
Les CDB peuvent également être causées par l’action inappropriée d’enzymes du 
métabolisme de l’ADN. Cela inclut les topoisomérases de type I et II, qui dans des 
conditions normales, clivent temporairement l’ADN et religuent les extrémités (comme 
expliqué dans le chapitre I. 2) b.) : la topoisomérase II clive les deux brins du duplex 
d’ADN, tandis que la topoisomérase I n’en clive qu’un seul. Des inhibiteurs de l’activité 
des topoisomérases sont utilisés en thérapies anticancéreuses pour produire des 
cassures de l’ADN. En effet, ces inhibiteurs empêchent les topoisomérases de rejoindre 
les extrémités d’ADN, ce qui résulte en des CDB (Deweese et al., 2009) directes (dans 
le cas de l’etoposide, inhibiteur de topo II) ou indirectes, suite au passage de la fourche 
de réplication (dans le cas de la camptothécine, inhibiteur de topo I) (Pommier, 2006). 
Ces inhibiteurs sont donc particulièrement efficaces pour provoquer des CDB toxiques 
dans les cellules prolifératives, comme les cellules cancéreuses.  
 D’autres enzymes nucléaires peuvent provoquer des CDB, comme les enzymes 
impliquées dans deux étapes de la maturation du système immunitaire : la 
recombinaison V(D)J et la commutation isotypique. Lors de ces étapes, des enzymes 
provoquent des CDB sites-spécifiques, qui conduisent à des réarrangements contrôlés 
des gènes codant pour les immunoglobulines : RAG1 et RAG2 (Recombination 
Activating Gene) pour la recombinaison V(D)J, AID (Activation-Induced Deaminase) 
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pour la commutation isotypique (Soulas-Sprauel et al., 2007b). Ces réarrangements 
sont nécessaires pour former des immunoglobulines fonctionnelles (recombinaison 
V(D)J) ou modifier les propriétés d’anticorps préexistants (commutation isotypique). 
Néanmoins, il arrive parfois que ces réarrangements soient inexacts et favorisent le 
développement tumoral : on estime que 50% des lymphomes humains sont dus à des 
translocations initiées par ces CDB programmées (ce point sera discuté plus loin, 
chapitre I. 3) 4).). 
Enfin, les cellules méiotiques subissent une forme supplémentaire de CDB, qui 
sont physiologiques et causées par l’enzyme SPO11 (Zickler et al., 1999). SPO11 crée 
des CDB pour permettre la formation de crossing-overs entre chromosomes 
homologues pendant la prophase méiotique I, indispensables à leur ségrégation et à 
l’origine du brassage génétique. 
 
 Les radiations ionisantes 
Une autre origine des CDB est liée aux radiations ionisantes naturelles de 
l’environnement et les rayonnements utilisés en diagnostic ou en thérapeutique 
comme les radiations gamma et les rayons-X. Au niveau de la mer, chaque personne 
est frappée par environ 300 millions de particules de radiation ionisantes par heure. 
Lorsqu’elles traversent le corps, elles créent des radicaux libres principalement à partir 
des molécules d’eau situées sur leur trajectoire, conduisant à un stress oxydatif dans 
les cellules exposées. Lorsqu’une particule passe près d’un duplex ADN, des groupes de 
radicaux libres sont créés et causent des cassures simple- et double-brin, selon un ratio 
d’environ 25:1. Environ la moitié des radiations ionisantes qui nous frappent 
proviennent de l’espace et sont le vestige de la création de l’univers : le Big Bang. 
Beaucoup plus de radiations rejoindraient la surface de la Terre sans l’atmosphère, la 
plupart des particules étant stoppées par l’atmosphère supérieure et le champ 
magnétique terrestre (Benton et al., 2001). L’autre moitié de ces radiations provient 
de la décroissance des éléments radioactifs (principalement des métaux) de la Terre. 
Des substances, appelées radiomimétiques, provoquent des dommages similaires à 
ceux des radiations ionisantes (calichéamicine ϒ1, bleomycine, neocarzinostatine…). 




Figure 5. Schéma de la réponse aux cassures double-brin. 
La formation de CDB est détectée par des protéines senseurs, capables de se lier aux CDB. Elles 
favorisent des cascades de modifications post-traductionnelles au niveau du site de la CDB 
(phosphorylations, ubiquitinations, sumoylations…), dont la phosphorylation du variant d’histone H2AX 
sur plusieurs mégabases autour du site de cassure. Ces cascades de modifications conduisent à 
l’activation de checkpoints de dommages à l’ADN et à l’arrêt du cycle cellulaire. Cet arrêt est nécessaire 
pour permettre la réparation de la CDB, essentiellement par recombinaison homologue (RH) ou jonction 
d’extrémités non-homologues (NHEJ). Une réparation fidèle permet la levée des checkpoints et le 
redémarrage dans le cycle sans mutations. En revanche, une réparation infidèle peut induire des 
mutations, vectrices de cancers si la cellule poursuit sa prolifération. Si ces dommages sont trop 
nombreux ou irréparables, l’accumulation du facteur pro-apoptotique p53 peut conduire à l’apoptose, 
une autodestruction de la cellule, ou la sénescence, un arrêt définitif du cycle de la cellule.  
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 Les génotoxines  
Enfin, certains microorganismes de notre environnement et même de notre 
microbiote peuvent être source de CDB. Par exemple, la calichéamicine ϒ1 est un 
radiomimétique produit par la bactérie Micromonospora echinospora. Cette toxine est 
capable d’induire directement le clivage des deux brins d’ADN et a été utilisée en 
thérapie anticancéreuse (Elmroth, 2003, Ellestad, 2011). Des CDB ont également été 
observées dans les cellules humaines en réponse à des toxines bactériennes, comme la 
colibactine (Nougayrede et al., 2006) ou la Cytolethal Distending Toxin (CDT) (Elwell et 
al., 2000) produites par des souches bactériennes commensales et/ou pathogènes. 
Cependant le mécanisme d’apparition de ces CDB est imparfaitement caractérisé (les 
génotoxines bactériennes sont développées dans le chapitre III. 1) b. ). 
En conséquence de toutes ces sources de CDB, on estime qu’en moyenne, 
chaque cellule de notre corps subit spontanément une dizaine de CDB 
quotidiennement en temps normal (Martin et al., 1985, Lieber et al., 2004, Lieber et 
al., 2003). Ainsi les systèmes de réponse aux CDB, permettent d’une part de détecter 
et signaler ces dommages, et d’autre part d’activer des points de contrôles 
(« checkpoints ») stoppant la progression du cycle cellulaire avant la phase S (G1/S), 
avant la mitose (G2/M), et ralentissant la réplication (intra-S). Ces checkpoints 
stimulent les systèmes de réparation et leurs donnent le temps de réparer les lésions. 
Le checkpoint G1/S vérifie l’intégrité de l’ADN avant d’entamer la réplication. En effet, 
il est crucial de posséder un ADN intègre pour une réplication fidèle en phase S. Le 
checkpoint intra-S contrôle la réplication, tandis que le checkpoint G2/M vérifie 
l’intégrité du génome, étape essentielle pour une mitose sans anomalie. L’arrêt du 
cycle est donc essentiel afin que la cellule puisse survivre aux CDB.  
 
 Voies de réponses cellulaires aux cassures double-brin b.
Face aux CDB, la cellule réagit en activant des voies de réponses cellulaires aux 
CDB. Ces voies impliquent la détection et la signalisation des CDB, et permettent 
__________________________ 




Figure 6. La voie de réponse aux cassures double-brin de l’ADN. 
La formation de CDB active PARP1 (A), qui favorise le recrutement de MRN/ATM aux CDB. L’activation 
de l’activité kinase d’ATM par MRN conduit à la phosphorylation de CHK2 et p53 (B) en plus de plusieurs 
facteurs de la DDR. L’induction de la cascade dépendante de ϒH2AX conduit au recrutement de MDC1, 
RNF8, RNF168, BRCA1 et 53BP1 (C) aux CDB. La transduction du signal est assurée par d’autres 
modifications post-traductionnelles autour de la CDB (D,E,F), comme décrit en détail dans le texte. 
Adapté de(Ciccia et al., 2010). 
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l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire. Une fois activé, ils stoppent la 
progression du cycle et fournissent le temps nécessaire à la cellule pour réparer les 
lésions. Si ces dommages sont trop nombreux ou impossibles à réparer, les cellules 
peuvent s’autodétruire par apoptose ou stopper définitivement leur prolifération en 
devenant sénescentes (Figure 5).  
 
 Détection de la cassure double-brin 
La communauté scientifique s’accorde sur le fait que lorsqu’une CDB survient, 
elle est détectée par des protéines « senseurs » du dommage. Toutefois, les avis 
divergent quant à l’ordre d’arrivée des protéines au niveau de la CDB. Selon l’un des 
modèles proposés, les tous premiers senseurs de cette cassure seraient les protéines 
PARP1 et 2 (Poly-ADP Ribose Polymerase 1 et 2), qui, grâce à leurs motifs en doigt de 
zinc, sont capables de fixer les cassures de l’ADN (CSB et CDB) et catalysent localement 
l’addition de chaînes Poly-ADP-Ribose (PAR) sur des protéines cibles, incluant les 
histones H1, H2B et PARP1 elle-même (Figure 6 A,(Schreiber et al., 2006). La 
PARylation des histones contribuerait à la réorganisation chromatinienne et initierait le 
recrutement du complexe MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) (Haince et al., 2008) qui médie 
le recrutement et l’activation d’ATM (Ataxia Telangectasia Mutated) (Uziel et al., 2003, 
Lee et al., 2005, Falck et al., 2005), une Phosphoinositide 3-kinase de classe IV cruciale 
pour la cascade de signalisation de la CDB (Figure 6 A). En effet, l’inhibition de PARP 
conduit à un défaut d’activation d’ATM et donc de la voie de réponse aux CDB (Haince 
et al., 2007). En réponse aux CDB, les dimères d’ATM inactifs s’autophosphorylent et 
se séparent pour devenir des monomères actifs (Bakkenist et al., 2003). Par ailleurs, 
des mutations d’ATM causent l’Ataxia-Telangectasia (A-T) chez l’Homme, pathologie 
caractérisée par une dégénérescence cérébrale, une immunodéficience, une instabilité 
génomique, une radio-sensibilité et une prédisposition au cancer (Savitsky et al., 
1995). Néanmoins, d’autres modèles suggèrent que le recrutement de MRN se ferait 
grâce aux domaines de liaison à l’ADN de RAD50 (domaines Walker A et Walker B), 
sans l’intervention de PARP1 et 2 (Williams et al., 2007). Comme pour beaucoup de 
protéines dans la voie de réponse aux CDB, la déficience du complexe MRN peut 
conduire à des syndromes : par exemple, un syndrome similaire à l’Ataxia-
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Telangectasia pour une mutation hypomorphe de MRE11 ou encore le Nijmegen 
Breakage Syndrome dans le cas d’une déficience en NBS1, caractérisé notamment par 
un défaut du système immunitaire et une susceptibilité à développer des cancers. 
 
 Signalisation de la cassure double-brin 
Afin de provoquer une réponse cellulaire face à cette CDB, les protéines 
recrutées au site de cassure provoquent une cascade de signalisation : stimulée par 
MRN, ATM phosphoryle plus de 700 substrats (Matsuoka et al., 2007), dont plusieurs 
au niveau du site de cassure, comme H2AX, un variant de l’histone H2A (Figure 6 B). Ce 
variant représente environ 15-20% de la totalité de H2A et serait donc présent dans 
environ un nucléosome sur cinq (Bonner et al., 2008). H2AX diffère principalement de 
H2A par son extrémité C-terminale plus longue et qui est phosphorylée sur la serine 
139 dans les nucléosomes proches de la CDB : elle est alors appelée ϒH2AX (Rogakou et 
al., 1998). Cette modification post-traductionnelle est importante pour la réponse aux 
dommages à l’ADN, puisque les souris H2AFX (le gène codant pour H2AX) Knock-Out 
présentent des défauts de recrutement d’autres facteurs de la voie de réponse aux 
CDB, une instabilité génomique par translocations chromosomiques, plus de tumeurs, 
une sensibilité aux radiations ionisantes et une immunodéficience (Celeste et al., 2003, 
Celeste, 2002, Bassing et al., 2003). Il n’existe aucune mutation dans H2AFX connue 
chez l’homme, et peu de mutations caractérisées dans des cancers. En revanche, le 
nombre de copies de ce gène est altéré dans de nombreux cancers, dont environ 37% 
des cancers du sein (Srivastava et al., 2008).  
 
Grâce à son domaine BRCT (BRCA1 C-Terminus), la protéine MDC1 (Mediator of 
DNA Damage Checkpoint protein 1) lie ϒH2AX et agit comme une protéine 
« plateforme » au niveau du dommage (Harper et al., 2007) (Figure 6 C). MDC1 
interagit avec NBS1 et ATM via son domaine FHA (Forkhead-Associated) pour stimuler 
la phosphorylation de ϒH2AX ATM-dépendante, qui, à son tour augmente le 
recrutement de MDC1, stimulant encore ATM, etc (Figure 6 C)... Cette boucle de 
régulation positive conduit à la phosphorylation de ϒH2AX dans les nucléosomes sur 









Figure 7. Le cycle cellulaire et ses points de contrôle. 
Le cycle cellulaire est stimulé par différents couples de cyclines/CDK, variant au cours des phases du 
cycle, et régulé par différents points de contrôles (checkpoints). L’activation d’un de ces checkpoints 
conduit à l’arrêt du cycle dans la phase correspondante. Le checkpoint G1 empêche ainsi le passage en 
phase S si l’ADN est endommagé. Le checkpoint intra-S ralentit la progression de la phase S et stabilise 
les fourches de réplication en cas de dommages à l’ADN pouvant perturber la réplication. Le checkpoint 
G2 bloque tout passage en mitose si l’ADN présente des CDB. Enfin le checkpoint intra-M contrôle 
l’assemblage correct du fuseau mitotique, pour assurer une ségrégation correcte des chromosomes. 
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plusieurs mégabases autour du site de dommage, formant un « foyer ϒH2AX », 
observable en immunofluorescence anti-ϒH2AX (Lou et al., 2006). Cette amplification 
locale de l’activité d’ATM et du signal ϒH2AX est nécessaire pour maintenir une 
réponse cellulaire continue aux CDB, et conserver les facteurs impliqués dans cette 
réponse au niveau de la lésion (Celeste, 2002).  
 
 Les points de contrôle en réponse aux cassures double-brin  
Un des buts de la signalisation cellulaire de la CDB est d’activer les points de 
contrôle (ou checkpoints) des phases G1/S ou G2/M du cycle cellulaire (Figure 7). Pour 
cela, ATM phosphoryle la protéine effectrice CHK2 (Checkpoint Kinase 2), un régulateur 
majeur du cycle cellulaire (Figure 6 B). CHK2 phosphoryle les phosphatases du cycle 
CDC25-A et CDC25-C, inactives sous leur forme phosphorylée (Reinhardt et al., 2009). 
Leur activité phosphatase consiste majoritairement à activer par déphosphorylation les 
complexes Cycline-E/CDK2, Cycline-A/CDK2 et Cycline-B/CDK1 (Figure 7), kinases qui 
ciblent le complexe pRB/E2F et conduisent à sa dissociation. E2F joue alors son rôle de 
facteur de transcription et stimule l’expression de nombreux gènes, en particulier ceux 
impliqués dans l’initiation et la progression de la phase S. Par conséquent, 
l’inactivation des CDC25 par CHK2 conduit à la répression de toute cette voie et 
empêche la progression dans les différentes phases du cycle (respectivement G1, S et 
G2 pour les différents complexes CDK/cyclines cités, Figure 7). Par ailleurs, 
l’accumulation de CDK2 inactif, ne pouvant phosphoryler CDC45, empêche l’initiation 
de la réplication. 
Grâce à leurs activités kinases, ATM et CHK2 phosphorylent également le facteur 
de transcription p53 sur différents résidus (Kastan et al., 2000), induisant la 
transcription de nombreux gènes impliqués dans l’activation des checkpoints G1/S et 
G2/M, ou des inhibiteurs du cycle tel p21. Ainsi, la protéine p21 inhibe le complexe 
cycline E/CDK2 et renforce ainsi le blocage du cycle. 
 
  




Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
72 
 
 Sénescence et apoptose induites par les cassures double-brin 
La persistance de CDB non réparées représente un danger pour des cellules 
prolifératives. En effet, si les checkpoints et/ou les systèmes de réparation sont 
déficients, les CDB persistent jusqu’en mitose. Pour une cellule, entrer en mitose avec 
des CDB conduit à laisser des fragments chromosomiques libres, sans centromères. 
Puisque le centromère est nécessaire à la fonction du kinétochore et à la ségrégation 
des chromatides, ces fragments ne sont pas captés par les microtubules du fuseau 
mitotique. Cette situation peut mener à des catastrophes mitotiques ou à la 
production de cellules filles aneuploïdes (avec un nombre anormal de chromosomes). 
En addition des checkpoints, la cellule possède des processus pour éliminer ou 
neutraliser les cellules dont les CDB ne sont pas réparées : la sénescence, un arrêt du 
cycle cellulaire irréversible dû à l’activation permanente des checkpoints (Di Leonardo 
et al., 1994), ou encore l’apoptose, mort cellulaire programmée.  
En plus d’activer les checkpoints de dommages à l’ADN, p53 induit aussi 
l’expression de gènes pro-apoptotiques tels que PUMA (p53 Up-Regulated Modulator 
of Apoptosis) et BAX (Bcl-2–Associated X protein) (Riley et al., 2008) et antagonise 
directement les protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-XL, BAX étant alors 
transloquée à la mitochondrie. L’activation de la voie apoptotique persiste tant que les 
CDB ne sont pas réparées et, passé un certain délai ou si le nombre de CDB est très 
élevé, la quantité de p53 accumulée dépasse le seuil suffisant pour déclencher 
l’apoptose (Roos et al., 2006). Dans ce cas, les protéines BAX transloquées à la 
mitochondrie provoquent la libération de cytochrome C, qui va lui-même se lier à 
APAF-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) et conduire à l’activation de la 
caspase 9, puis de la caspase 3. Cette dernière induit notamment la libération de 
DFF40 (DNA Fragmentation Factor, 40-kd subunit), une endonucléase chargée de 
fragmenter la chromatine pendant l’apoptose (Roos et al., 2006). L’apoptose se 
conclut par l’autodestruction de la cellule et évite ainsi la persistance de cellules avec 
des dommages non réparés, ce qui pourrait représenter une menace pour l’organisme.  
Contrairement à la quiescence (Figure 7), la sénescence ne peut pas être 
réversée en altérant l’environnement cellulaire, en supprimant l’inhibition de contact 
ou en ajoutant des nutriments in vitro. Les cellules sénescentes sont caractérisées par 







Figure 8. Le télomère et le complexe Shelterin. 
Les extrémités des chromosomes sont constituées de répétitions TTAGGG de 9-15 Kb et de 50 à 300 nt 
d’extension 3’. Les protéines telles que TRF1, TRF2 et POT1 sont capables de lier spécifiquement ces 
séquences et sont essentielles au recrutement des autres protéines du complexe shelterin (TIN2, TPP1, 
RAP1). La formation du complexe shelterin nécessite l’invasion de l’extrémité 3’ dans les séquences 
télomériques pour former une T-loop. Le complexe shelterin inhibe la signalisation et la réparation de 
l’extrémité télomérique en inhibant notamment ATM et ATR. L’absence ou la déficience du complexe 
shelterin conduit à la dérépréssion des voies de réponses aux CDB et à des fusions télomériques.  
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une activation constitutive des voies de réponses aux CDB et notamment par des 
foyers persistants (senescence-associated DNA-damage foci). La sénescence peut se 
produire spontanément, en l’absence de sources de dommages exogènes, lorsque les 
télomères sont trop courts. Les télomères sont les extrémités double-brin naturelles 
des chromosomes : pourtant, ces extrémités n’activent pas spontanément la réponse 
aux CDB. En effet, les télomères sont composés de séquences répétées TTAGGG de 3 à 
20 kilobases, associées au complexe shelterin (Figure 8). Ce complexe empêche le 
télomère d’être reconnu comme une CDB, notamment grâce aux protéines TRF2 et 
POT1 qui inhibent respectivement ATM et ATR (Denchi et al., 2007) et à la répression 
des systèmes de réparation au niveau du télomère (Figure 8,(Chan et al., 2003). Les 
télomères étant imparfaitement répliqués pendant la phase S, ils raccourcissent au fur 
et à mesure des divisions dans les cellules saines, limitant ainsi leur prolifération. Si les 
télomères sont trop courts ou si la formation du complexe shelterin est altérée, 
l’extrémité ADN active la réponse aux CDB, comme le montre la persistance de foyers 
ϒH2AX et l’association de protéines de la réponse aux CDB au niveau de télomères 
raccourcis (Takai et al., 2003). A la manière d’une CDB non réparée, le télomère active 
alors les checkpoints et est à l’origine de la sénescence dite « réplicative ». Si le choix 
de l’activation de la sénescence plutôt que l’apoptose en réponse aux CDB reste 
mystérieux, de nouvelles données soulignent l’importance de la localisation de ces 
CDB. En effet, la sénescence induite par irradiation dans des cellules humaines saines 
pourrait être liée à des CDB proches des régions télomériques et non réparées à cause 
de l’inhibition de la réparation par les protéines du complexe shelterin (Fumagalli et 
al., 2012). 
 Ce qui détermine le choix entre sénescence et apoptose est encore mal connu, 
probablement parce que la décision semble multifactorielle : le type cellulaire, 
l’intensité, la localisation, la durée et la nature des dommages semblent importants. En 
effet, une étude récente a démontré que les niveaux de p53 ne varient pas de la même 
façon dans les cellules humaines exposées aux irradiations ionisantes ou aux UV 
(Purvis et al., 2012). Dans leur modèle, les UV (8 J/m2) produisent une réponse p53 
soutenue et constante menant majoritairement vers l’apoptose, alors qu’une 
exposition aux rayons gamma (10 Gy), provoquant une réponse p53 d’une intensité 
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proche à celle des UV, induit une activation de p53 en « dents de scie ». En effet, les 
niveaux de p53 sont augmentés après irradiation gamma, mais varient, avec des pics 
réguliers, et cette réponse mène essentiellement à la sénescence. Ces données 
montrent une hétérogénéité de réponse p53, et donc des destins cellulaires différents 
en fonction des dommages subis. Curieusement, en l’absence de dommages, 
l’expression ectopique de p53 de façon à mimer les niveaux de p53 réponse aux UV, 
conduit à la sénescence et non pas à l’apoptose. Ce résultat montre que les niveaux 
d’expression de p53 seuls ne déterminent pas le destin de la cellule, et que d’autres 
facteurs sont impliqués.  
 
 Autres modifications post-traductionnelles liées aux cassures double-brin 
En plus des cascades de phosphorylations menant à l’activation du checkpoint, 
l’environnement proche de la CDB est la cible de plusieurs autres modifications post-
traductionnelles, favorisant la réparation du dommage. En effet, en plus de son rôle 
dans la formation des foyers ϒH2AX, MDC1 initie une cascade d’ubiquitylations en 
s’associant à l’E3 ubiquitine-ligase RNF8 (Ring Finger protein 8) (Figure 6 D) (Huen et 
al., 2007, Kolas et al., 2007, Mailand et al., 2007), qui mono-ubiquitine plusieurs cibles 
locales, dont H2A et H2AX (Figure 6 E et(Mailand et al., 2007) et potentiellement des 
protéines non-histones (Mattiroli et al., 2012). Grâce à RNF8, d'autres E3 ubiquitine-
ligases, telles que RNF168 ou RNF4 (Galanty et al., 2012), sont recrutées aux sites 
ubiquitylés grâce à leurs domaines MIU (Motifs Interacting with Ubiquitin) pour 
catalyser l’ajout sur H2A et H2AX de chaînes de polyubiquitines liées par leur Lysine 63 
(K63) (Mattiroli et al., 2012). Enfin HERC2, également une E3 ubiquitine ligase, interagit 
avec le domaine FHA de RNF8 pour faciliter l’assemblage d’un complexe RNF8/UBC13 
qui améliore encore la réaction de K63-polyubiquitylation (Bekker-Jensen et al., 2009) 
(Figure 6 F). Ces chaînes d’ubiquitines localisées autour de la CDB sont cruciales pour le 
recrutement d’autres protéines de la voie de réponse au CDB, comme le complexe 
BRCA1-A (BReast CAncer n°1, Figure 6 F). En effet, plusieurs sous-unités du complexe 
BRCA1-A -telles que ABRA1 (Actin-Binding Rho-Activating protein), BRE (Brain and 
Reproductive organ-Expressed protein), BRCC36 (BRCA1-Containing Complex subunit 
36), NBA1 (New component of the BRCA1-A complex), et RAP80 (Receptor-Associated 
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Protein 80)- possèdent des domaines de liaison à l’ubiquitine (Wang et al., 2009) et 
sont ainsi recrutées à la cassure. La polyubiquitylation n’est pas la seule modification 
post-traductionnelle influençant BRCA1-A, puisque son recrutement dépend 
également de la sumoylation par le complexe de SUMO-ligases PIAS1 et PIAS4 (Galanty 
et al., 2009, Morris et al., 2009). De plus, PIAS1 et PIAS4 pourraient également réguler 
l’activité ubiquitine-ligase de RNF8 et de RNF4 (Galanty et al., 2012). BRCA-1 est un 
suppresseur de tumeur qui revêt une importance cruciale dans la réparation des CDB 
par RH (point développé chapitre I. 4) b. ) et est régulièrement retrouvé muté dans les 
cancers du sein et de l’ovaire (Miki et al., 1994). 
 
 Remodelage de la chromatine proche de la cassure double-brin 
Cette vague de modifications post-traductionnelles locales (PARylations, 
phosphorylations, ubiquitylations, sumoylations) ainsi que le recrutement par ϒH2AX 
de protéines remodelant la chromatine, telles que INO80 et SWI/SNF, conduisent à 
une décompaction locale de la chromatine (Lee et al., 2010, van Attikum et al., 
2009)pour revue). Cette ouverture de la chromatine serait nécessaire pour 
l’intervention des protéines des systèmes de réparation, mais aussi pour les autres 
facteurs de la voie de signalisation des CDB. En effet, la relaxation de la chromatine 
expose les lysines méthylées de l’histone H3 et H4 (H4K20 et H3K79), permettant la 
liaison de 53BP1 (p53 Binding Protein 1) par ses domaines TUDOR (FitzGerald et al., 
2009) (Figure 6 F). 53BP1 jouerait alors un rôle protecteur en limitant la résection des 
extrémités ADN (Bunting et al., 2010) et en favorisant la religation des extrémités 
d’ADN par jonction d’extrémités non-homologues (Iwabuchi et al., 2003) (ce point est 
développé chapitre I. 4) c.).  
 
 Réparation des cassures double-brin 4)
 
 La jonction d’extrémités non-homologues a.
  




Figure 9. Modèle de réparation des CDB par C-NHEJ. 
A. Ku lie les extrémités ADN et recrute DNA-PKcs (pour former DNA-PK), qui favorise la synapse des 
extrémités. B. XRCC4/Ligase IV/XLF, polymérase µ, et probablement d’autres nucléases s’assemblent au 
complexe synaptique. DNA-PK phosphoryle Artemis et active son activité endonucléase. DNA-PKcs 
s’autophosphoryle et s’éloigne des extrémités. Ceci favoriserait l’accès de XRCC4/Ligase IV/XLF. C. Si les 
extrémités sont compatibles, la ligation s’effectue immédiatement. D. Si les extrémités sont non-
compatibles, XRCC4/Ligase IV/XLF restent sur le complexe synaptique pendant que les activités 
polymérases et nucléases maturent les extrémités. E. Dès que les extrémités sont maturées en un 
substrat compatible, XRCC4/Ligase IV/XLF termine la réaction de jonction. Adapté de(Budman et al., 
2005). 
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La réparation des CDB dans les cellules d’eucaryotes supérieurs se fait 
majoritairement par la jonction d’extrémités non-homologues (Non-Homologous End-
Joining, NHEJ) ; elle a lieu dans n’importe quelle phase du cycle et serait favorisée par 
53BP1 (Bunting et al., 2010). Deux mécanismes NHEJ sont impliqués, l'un est 
majoritaire et dépendant de l'activité Ku (dimère de KU70 et KU80 responsable de la 
reconnaissance des cassures), et l'autre est minoritaire et inhibé par Ku. La voie 
majoritaire peu mutagène est appelée C-NHEJ (voie classique) l'autre voie mutagène 
est appelée alt-NHEJ (voie alterne,(Bennardo et al., 2008). 
 
 La jonction d’extrémités non-homologues classique (C-NHEJ) 
Dans les modèles actuels, la C-NHEJ débute par le recrutement en quelques 
secondes du complexe Ku (formé des deux sous-unités KU70 et KU80) au niveau de 
chaque extrémité d’ADN (Mari et al., 2006), grâce à sa forme d’anneau dans laquelle 
l’extrémité d’ADN s’enfile (Figure 9 A,(Walker et al., 2001). Ku recrute alors la sous-
unité catalytique de la protéine kinase dépendante de l’ADN (DNA-PKcs), qui induit la 
translocation de Ku vers l’intérieur du brin d’ADN, de manière à ce que la DNA-PKcs 
soit positionnée au niveau de l’extrémité d’ADN (Mahaney et al., 2009). Le complexe 
Ku/DNA-PKcs forme l’holoenzyme DNA-PK, ce qui ne peut se produire qu’en présence 
d’ADN (Yaneva et al., 1997).  
L’interaction de deux molécules de DNA-PKcs sur les deux extrémités d’une CDB 
(une configuration souvent mentionnée comme le complexe synaptique ou synapse) 
stimule l’activité protéine-kinase de DNA-PKcs, conduisant à l’autophosphorylation de 
la DNA-PKcs et à sa dissociation (Figure 9 B,(Hammel et al., 2010). La DNA-PK joue un 
rôle critique dans la stabilité des extrémités d’ADN en limitant généralement la 
résection des extrémités par une série de phosphorylations (Meek et al., 2008).   
De plus, selon la complexité de la cassure et la nature des extrémités ADN, des 
facteurs de maturation peuvent également être recrutés (Figure 9 B,(Meek et al., 
2008). Ces facteurs incluent Artemis, une endonucléase qui est activée par DNA-PKcs 
(Jeggo et al., 2002, Drouet et al., 2006), ainsi que le complexe MRN (Zhuang et al., 
2009, Xie et al., 2009). Enfin, les polymérases µ et λ complèteraient les nucléotides 
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manquants (Capp et al., 2006) alors que la polynucléotide kinase/phosphatase (PNKP), 
qui interagit avec XRCC4 (X-ray Repair Cross-Complementing group 4), permet 
d’enlever un groupe 3’ phosphate et/ou d’ajouter un groupe 5’-phosphate avant la 
ligation (Chappell et al., 2002, Koch et al., 2004) (Figure 9 C). L’étape finale de la C-
NHEJ est la ligation de l’ADN par le complexe XRCC4/Ligase IV/XLF (Figure 9 
E,(Ahnesorg et al., 2006, Riballo et al., 2009) et 53BP1 (Iwabuchi et al., 2003). Les 
étapes de maturation des extrémités peuvent aboutir à des délétions ou additions de 
bases au niveau du site de dommage, c’est pourquoi la NHEJ est souvent considérée 
comme un mécanisme de réparation en partie infidèle. Des perturbations dans la C-
NHEJ comme l’absence de ligase IV (Tableau 1), conduisent d’autres ligases (ligase I ou 
III) à faire la jonction (Ferguson et al., 2001). Néanmoins l’efficacité de ligation paraît 
moins forte et semble accompagnée d’une perte de nucléotides plus importante (Han 
et al., 2008). 
 
 La jonction d’extrémités non-homologues alternative (alt-NHEJ) 
La alt-NHEJ est une voie minoritaire qui utiliserait des petites homologies pour 
rejoindre les extrémités ADN, elle fonctionnerait particulièrement en absence de C-
NHEJ (Pan-Hammarstrom, 2005, Verkaik et al., 2002). En effet, elle est responsable de 
la réparation résiduelle des CDB observée dans les cellules déficientes pour la C-NHEJ 
(Soulas-Sprauel et al., 2007a, Yan et al., 2007, Cheng et al., 2011). La alt-NHEJ est 
inhibée par la fixation de Ku aux CDB, par compétition avec PARP1 et le complexe MRN 
(Cheng et al., 2011). Selon le modèle actuel, l’absence de Ku permettrait à PARP1 de 
former une synapse en utilisant de petites homologies (>4 pb) de part et d’autre de la 
CDB et à MRN d’effectuer une résection limitée (5-25 nt) des extrémités. La alt-NHEJ 
étant indépendante de XRCC4/Ligase IV, la jonction se ferait par l’intervention du 
complexe XRCC1/Ligase III (Wang, 2005). Des études s’accordent à dire que la alt-NHEJ 
a une cinétique de réparation plus lente que la C-NHEJ (Kuhfittig-Kulle et al., 2007) et 
serait moins fidèle, notamment à cause de la résection à l’origine de délétions. Par 
conséquent, la alt-NHEJ pourrait être un vecteur d’instabilité génomique dans les 
cellules déficientes pour la C-NHEJ.  
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Les réarrangements chromosomiques (dont les translocations) font partie des 
changements les plus récurrents dans beaucoup de cancers, et plus particulièrement 
les cancers de la lignée hématopoïétique. Ainsi, dans les leucémies aigües, ces 
translocations conduisent souvent à la formation de protéines de fusion ayant une 
capacité à stimuler la prolifération largement supérieure aux protéines sauvages. Ces 
translocations se produisent lorsqu’au moins deux CDB ont lieu sur des chromosomes 
différents, et qu’au moins une des extrémités ADN est religuée avec l’extrémité 
appartenant à l’autre chromosome. Dans les néoplasmes humains ou la C-NHEJ est 
fonctionnelle, ces translocations impliquent quasi systématiquement une réparation 
par C-NHEJ. A l’inverse, dans les néoplasmes déficients pour la C-NHEJ, ces 
translocations seraient liées à la alt-NHEJ (Lieber et al., 2010, Yan et al., 2007). 
 
 La recombinaison homologue b.
Un second système de réparation est également impliqué dans la réparation des 
CDB : la recombinaison homologue (RH). Contrairement à la NHEJ qui relie directement 
les extrémités, la RH est basée sur la recherche de séquences homologues 
(généralement sur la chromatide sœur) qu’elle utilise comme matrice pour réparer la 
séquence endommagée. La RH a donc lieu principalement lors des phases S et G2, 
lorsque la chromatide sœur est présente (You et al., 2010, Karanam et al., 2012). De 
plus, la RH est cruciale pour la réparation des pontages inter-brins bloquant les 
fourches de réplication, par l’intermédiaire de la voie de la FA (comme expliqué dans le 
chapitre I. 1) c.). La plupart des mutations affectant les protéines de la RH sont létales 
chez les vertébrés, très probablement à cause de son rôle majeur dans la réparation 
des dommages se produisant pendant la phase S. Donc, l’absence de RH serait fatale 
lors de la prolifération cellulaire intense caractérisant la croissance du fœtus (Tsuzuki 
et al., 1996, Sonoda et al., 1998, Buis et al., 2008).  
La RH débute par une résection des brins 5’, produisant deux extrémités 3’ libres. 
La plupart des détails de cette résection ont été élucidés chez la levure S. cerevisiae, 
pendant la recombinaison méiotique, où la RH joue un rôle crucial. Chez les vertébrés, 
cette résection est initiée par l’activité exonucléase 3’-5’ du complexe MRN  








































Figure 10. La réparation par recombinaison homologue (1ère partie). 
A. Une étape de résection initiale impliquant MRN, CtIP, EXO1 et DNA2 conduit à la formation 
d’extrémités simple-brin 3’. B. Les simple-brin d’ADN sont recouverts par RPA. C. Les médiateurs de 
RAD51 (BRCA2, PALB2) déplacent RPA et favorisent la formation du nucléofilament de RAD51. D. Le 
nucléofilament RAD51 envahit une séquence homologue. E. Des polymérases étendent par synthèse 
l’extrémité 3’ ayant envahi le brin homologue.  
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(Jazayeri et al., 2008, Paull et al., 1998), couplé à l’endonucléase CtIP (C-terminal 
Binding Protein Interacting Protein) (Sartori et al., 2007) (Figure 10 A). La résection est 
une étape importante de la RH, comme ont pu le montrer les études sur les allèles 
hypomorphes de MRE11 et NBS1. En effet, une inactivation partielle de MRE11 ou une 
troncature de NBS1 causent un syndrome « Ataxia-Telangiectasia-like » (AT-LD) très 
proche de celui provoqué par une déficience d’ATM. Comme l’Ataxia Telangectasia, 
AT-LD est caractérisée par une hypersensibilité aux radiations ionisantes et une 
prédisposition aux cancers (Stewart et al., 1999, Varon et al., 1998). Le Knock-out de 
MRE11 ou de NBS1 sont létaux à l’état embryonnaire chez la souris (Buis et al., 2008, 
Zhu et al., 2001). L’inactivation par siRNA de MRN ou de CtIP en cellule humaine 
conduit à une résection des extrémités ADN plus limitée et donc à une réparation par 
RH diminuée (Sartori et al., 2007, Ying et al., 2012). En plus du rôle de MRN dans la 
signalisation des dommages (évoqué dans le chapitre I. 3) b.), ces perturbations dans la 
résection contribueraient à la sensibilité aux CDB augmentée et à l’instabilité 
génomique observées dans les cellules AT-LD (Stewart et al., 1999) ou dans les 
tumeurs mutées pour MRN (Fukuda et al., 2001). 
En premier lieu observé chez la levure, une étude in vitro à partir de protéines 
humaines confirme le rôle d’autres protéines venant prolonger la résection initiale 
jusqu’à 1Kb (Nimonkar et al., 2011). En effet, MRN et CtIP n’effectuent qu’une 
résection limitée de la cassure ; par conséquent, ils favorisent le recrutement des 
exonucléases EXO1 (Eid et al., 2010) et DNA2, de l’hélicase BLM (Bloom) et de RPA au 
niveau des CDB (Nimonkar et al., 2011, Gravel et al., 2008). Ces résultats montrent 
que, stimulée par MRN, BLM déroule l’ADN et favorise la résection par DNA2 sur 
plusieurs centaines de bases dans le sens 5’-3’. D’autre part, BLM augmente l’affinité 
de EXO1 pour les extrémités d’ADN (Nimonkar et al., 2008) et MRN sa processivité 
(Nimonkar et al., 2011). Enfin, on suppose que d’autres facteurs, comme ATM (qui 
interagit avec MRN) ou BRCA1-A auraient également une importance dans cette étape 
de résection, notamment lors du recrutement de CtIP (Moynahan et al., 1999, Chen et 
al., 2008, Nimonkar et al., 2011). Cette étape aboutit à la formation de longs brins 
d’ADN à l’extrémité 3’ sortante, nécessaires à la poursuite de la RH (Figure 10 A). 
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Lorsqu’une extrémité simple-brin est exposée dans la cellule, celle-ci est 
rapidement recouverte par le complexe RPA, complexe dont la structure est très 
conservée chez la levure, la souris et l’humain. Il est constitué des protéines 
Replication Protein A 1, 2 et 3 (Wold, 1997), et a une forte affinité pour l’ADN simple-
brin (Figure 10 B,(Sugiyama et al., 1997, Kim et al., 1994). RPA favoriserait la RH en 
protégeant le simple-brin 3’ de la dégradation et en enlevant les structures 
secondaires formées sur le simple brin (Sung et al., 2003). Par ailleurs, les complexes 
RPA/ADN simple-brin activent la réponse aux dommages à l’ADN ATR-dépendante 
(discuté dans le chapitre I. 2) d. ), permettant à la RH d’avoir le temps pour réparer la 
CDB, notamment pendant la phase S (Ball et al., 2007, Choi et al., 2010, Zou, 2003).  
La recombinase RAD51 est ensuite recrutée au niveau du simple brin (Figure 10 
C). Mais RAD51 ayant une affinité pour l’ADN simple-brin inférieure à celle de RPA 
(Sugiyama et al., 1997), des protéines appelées « médiateurs de recombinaison » sont 
nécessaires pour déplacer RPA et charger RAD51. Ceci permet la formation d’un 
complexe nucléoprotéique entre l’extrémité simple-brin et le polymère de RAD51, 
appelé nucléofilament de RAD51. Ces médiateurs sont nombreux et bien caractérisés 
chez S. cerevisiae (Sung et al., 2003). Chez les mammifères, les médiateurs dont 
l’activité de déplacement de RPA a été caractérisée sont PALB2 (Partner and localizer 
of BRCA2) (Dray et al., 2010) et BRCA2 (Jensen et al., 2010). D’autres protéines 
favorisent le recrutement de RAD51 au niveau des DSB, mais leur fonction exacte en 
tant que médiateur reste à prouver. Il s’agit de SWS1 (Martin et al., 2006), SFR1 (Yuan 
et al., 2011, Haber et al., 2010), et les paralogues de RAD51 : RAD51B, RAD51C, 
RAD51D (Sigurdsson et al., 2001), XRCC2 (Liu, 2002) et XRCC3 (Fujimori et al., 2001). Si 
le rôle de médiateur de Rad52 est bien caractérisé chez la levure, l’activité de RAD52 
chez l’homme est beaucoup plus floue (Wray et al., 2008), sa fonction de médiateur 
ayant probablement été supplantée par BRCA2 au cours de l’évolution.  
Une fois assemblée, le nucléofilament RAD51 est capable d’interagir avec une 
seconde molécule d’ADN afin d’initier un échange de brins (Figure 10 D). Bien que des 
détails de cette étape ne soient pas bien caractérisés pour RAD51 chez les 
mammifères, les études de son homologue bactérien, RecA, démontrent que la 
____________________ 




















Figure 11. La réparation par recombinaison homologue (2ème Partie) : DSBR et SDSA 
La poursuite de la RH se fait en fonction de la capture de la seconde extrémité. A. Le second brin est 
relié à l’extrémité 3’ ayant envahi le brin homologue. Des polymérases synthétisent la portion d’ADN 
manquante. B. L’intermédiaire de recombinaison alors formé est une double jonction de Holliday. C. 
Cette structure peut être soit dissoute (Hélicase BLM/TOPOIII) et conduire à un non-crossing-over, soit 
résolue (par les résolvases GEN1, MUS81/EME1, SLX1/SLX4) et conduire à un crossing-over ou un non 
crossing-over. D. Sans capture de la seconde extrémité, l’hélicase RTEL (homologue chez les eucaryotes 
supérieurs de Srs2 chez la levure) désassemble la D-loop (E). F. Des polymérases sont recrutées pour 
compléter les brins d’ADN manquants. Le SDSA ne conduit qu’à des évènements de non-crossing-overs.  
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recherche d’homologie serait rapide et impliquerait des collisions aléatoires entre le 
nucléofilament et la séquence d’ADN cible (Khodursky et al., 2011). Une fois qu’une 
homologie est trouvée (généralement sur la chromatide sœur), un échange de brin a 
lieu entre les deux molécules d’ADN. L’extrémité 3’ du nucléofilament envahit le 
duplex ADN complémentaire et s’hybride avec la séquence homologue cible pour 
former une « boucle de déplacement » (displacement loop ou D-loop) (McIlwraith et 
al., 2000). Après l’invasion, l’extrémité 3’ est allongée par synthèse nucléotidique à 
partir de la séquence homologue utilisée comme matrice (Figure 10 E). Ceci serait 
possible grâce au recrutement des polymérases δ, η, ε au niveau de la D-loop, mais les 
identités et le nombre de polymérases impliquées chez les mammifères restent 
controversés (McIlwraith et al., 2005, Kawamoto et al., 2005). A l’heure actuelle, 
plusieurs modèles existent pour expliquer la suite du déroulement de la RH :  
- le modèle Double Strand Break Repair (DSBR) a été alimenté par des 
expériences de recombinaison entre des séquences de plasmides et de chromosomes 
chez la levure (Szostak et al., 1983, Orr-Weaver et al., 1983, Orr-Weaver et al., 1981). 
Dans ce modèle, le brin envahissant est capable de se liguer avec l’autre extrémité 5’ 
de la CDB : il s’agit de la « capture de la seconde extrémité » (second end capture) 
(Figure 11 A). D’autre part, l’extrémité 3’ non envahissante est également allongée par 
synthèse d’ADN. Ces deux évènements conduisent à la formation d’une double 
jonction de Holliday (West, 2003). Chez l’Homme, cette jonction peut être dissoute par 
l’hélicase BLM/TOPOIII (Bachrati et al., 2009) ou résolue par les endonucléases GEN1, 
MUS81-EME1 (Constantinou et al., 2002, Rass et al., 2010) ou SLX1-SLX4 (Svendsen et 
al., 2009, Fekairi et al., 2009) (Figure 11 B) et générer -ou non- un évènement de 
crossing-over (Figure 11 C). 
- si le modèle DSBR explique de manière adéquate la plupart des observations 
relatives aux produits de ségrégation méiotiques chez Neurospora crassa, il n’est pas 
cohérent avec la recombinaison observée en mitose chez la levure et la drosophile 
(Nassif et al., 1994, Virgin et al., 2001). En effet, la quasi-totalité des évènements de 
réparations de CDB ne sont pas associés à des crossing-overs en mitose. Pour respecter  
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le modèle DSBR en mitose, il faudrait supposer que les jonctions de Holliday se 
résolvent presque systématiquement en non-crossing-overs, ce qui est peu probable. 
Pour éviter cette restriction, un second modèle a donc été proposé : le SDSA 
(hybridation des brins dépendante de la synthèse, Synthesis-Dependent Strand 
Annealing). Dans ce modèle, la migration de la D-loop ne conduit jamais à la capture 
de la seconde extrémité (Figure 11 D). Au lieu de cela, le brin envahissant est déplacé 
et s’hybride avec le second brin 3’ (Figure 11 E). Les gaps peuvent alors être comblés 
par synthèse d’ADN classique (Figure 11 F). Puisqu’aucune jonction de Holliday n’est 
formée, seuls des évènements de non-crossing-overs peuvent se produire. Le SDSA 
serait donc majoritaire en mitose, et impliqué dans une moindre mesure en méiose. Le 
SDSA serait favorisé chez l’homme par l’hélicase RTEL1 qui provoquerait le 
déplacement du nucléofilament de RAD51 et conduirait à la dissociation de la D-loop 
(Barber et al., 2008). 
Si la RH est un système de réparation très fidèle, elle est avant tout un processus 
permettant d’établir un lien physique entre deux molécules d’ADN homologues, 
indispensable pour redémarrer une fourche de réplication effondrée ou pour associer 
les chromosomes homologues en méiose (Tableau 2).   
 
 Choix du système de réparation des cassures double-brin c.
Lorsqu’une CDB survient, la cellule a théoriquement la possibilité de la réparer 
par NHEJ ou RH. Dans la réalité, ces deux systèmes de réparation sont finement 
régulés pour n’intervenir que de manière appropriée. En effet, en fonction du type de 
CDB et de la phase du cycle, la cellule doit pouvoir privilégier l’un ou l’autre pour 
restaurer la continuité de l’ADN. L’absence de cette régulation, observée chez 
différents mutants, conduit à des réparations inadéquates, et souvent à une instabilité 
génomique. Par exemple, l’utilisation inappropriée de RH peut conduire à des pertes 
d’hétérozygotie. En effet, la RH se base sur la recherche de séquences matrices 
homologues, généralement sur les chromatides sœurs présentes en S et G2. En cas 
d’indisponibilité de la chromatide sœur, la RH peut utiliser le chromosome homologue 
comme matrice. Si la séquence du chromosome homologue diffère à cet endroit, la 
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séquence recopiée est différente de la séquence initiale, ce qui peut conduire à une 
perte d’hétérozygotie. Si la CDB survient dans des séquences répétées (comme les 
ADNr, les séquences microsatellites, les éléments répétés, les gènes paralogues…), la 
séquence matrice utilisable peut se trouver sur différents chromosomes. La réparation 
par RH peut ainsi conduire à des translocations ou des modifications de la longueur de 
ces séquences. Enfin, l’utilisation inappropriée de la RH peut être due à une déficience 
des protéines chargées de réprimer cette voie, comme les anti-recombinases, qui 
inhibent la formation du filament RAD51 (telles HELQ, RAD54 et PARI (Ward et al., 
2010, Solinger et al., 2002, Moldovan et al., 2012)). La déficience de d’anti-
recombinases, comme la surexpression de RAD51, dérégulent les nucléofilaments 
RAD51 et provoquent des translocations chromosomiques (Moldovan et al., 2012).  
A l’inverse, les CDB survenant au niveau de la fourche de réplication (cassures 
directes ou provoquées par un effondrement de fourche) doivent principalement être 
prises en charge par RH. En effet, une CSB du leading ou du lagging strand conduit à la 
formation d’une CDB constituée d’une seule extrémité. En l’absence d’une deuxième 
extrémité à relier directement, la NHEJ ne peut fonctionner correctement, et la cellule 
s’expose à la jonction d’extrémités issues d’autres CDB et donc à des réarrangements 
chromosomiques. Dans ce cas, la RH est nécessaire pour faire repartir la fourche de 
réplication sans translocations.  
La régulation de ces deux systèmes de réparation se fait à plusieurs niveaux : 
d’une part cette régulation est largement conditionnée par les phases du cycle 
cellulaire et d’autre part, la maturation des extrémités ADN oriente également la 
réparation. Enfin, le recrutement de facteurs dirigeant la prise en charge de la CDB est 
également à prendre en compte. Ces trois niveaux de régulation sont intimement liés. 
 
 Influence du cycle cellulaire sur la résection et la réparation 
Comme expliqué au-dessus, la nécessité d’utiliser la RH ou la NHEJ pour réparer 
des lésions dépend en partie de la phase du cycle. Tout d’abord, étant donné que la 
présence de la chromatide sœur est limitée aux phases S et G2, l’activité de la RH est 
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restreinte à ces phases pour assurer une réparation efficace. C’est pourquoi la 
présence et l’activité de facteurs de la RH sont stimulées pendant ces phases. 
En effet, chez les vertébrés, les CDK limitent la résection des extrémités ADN 
essentiellement aux phases S et G2 (Jazayeri et al., 2006), afin d’initier la RH pendant 
ces phases. Cette stimulation de la résection passerait notamment par la 
phosphorylation de CtIP dépendante de CDK2, et qui favoriserait la formation du 
complexe CtIP-MRN-BRCA1 (Chen et al., 2008). 
Par ailleurs, les niveaux de plusieurs facteurs impliqués dans les systèmes de 
réparation varient au cours du cycle. L’expression de BRCA1 et 2 est augmentée 
pendant les phases S et G2 (Chen et al., 2008, Rajan et al., 1996), et les niveaux de CtIP 
sont plus élevés en G2 car sa dégradation par le protéasome est réduite par rapport à 
celle de la phase G1 (Buis et al., 2012). 
 
 53BP1 et BRCA orientent la réparation par NHEJ ou par RH 
Les facteurs énoncés ci-dessus ne sont pas les seuls à intervenir dans la décision 
du type de réparation. Les scientifiques ont longtemps soupçonné l’implication des 
facteurs initiateurs de la NHEJ ou de la RH dans ce choix, tels que l’hétérodimère 
KU70/80 (Ku) et le complexe MRN. En effet, des études biochimiques et chez la levure 
ont notamment démontré l’importance de Ku pour limiter la résection des extrémités 
(Frit, 2000). Néanmoins, ce rôle semblerait ne pas être complètement conservé, 
puisque la perte de KU80 a un effet moins prononcé sur la résection chez la souris 
(Bunting et al., 2012). En revanche, la déficience de 53BP1 conduit à une résection plus 
importante, bien qu’elle ne fasse pourtant pas partie des protéines « centrales » de la 
NHEJ.  
 
 53BP1 favorise la NHEJ et inhibe la RH 
Le mécanisme par lequel 53BP1 favorise la NHEJ au détriment de la RH n’est que 
partiellement caractérisé. Pendant la commutation isotypique (Class Switch 
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Recombination, CSR), AID provoque la formation de plusieurs CDB séparées de 60 à 
200 Kb dans les régions switch du gène codant pour la chaîne lourde de 
l’immunoglobuline. Ces évènements ont lieu durant la phase G1, dépendent 
normalement de la NHEJ classique, et sont indispensables pour l’assemblage 
d’anticorps de différentes classes (Stavnezer et al., 2008). Seules les cellules B avec des 
anticorps correctement assemblés peuvent survivre à l’issu de la CSR. De manière 
intéressante, la déficience en 53BP1 induit un défaut important de CSR, puisqu’on 
observe une diminution de 90% de cellules B dans les souris 53BP1 -/- par rapport aux 
wild-type (Manis et al., 2004, Ward, 2004). Par ailleurs, la perte de 53BP1 aurait 
également une influence néfaste sur la jonction d’extrémités éloignées lors de la 
recombinaison V(D)J (Difilippantonio et al., 2008). Deux propriétés permettraient à 
53BP1 de stimuler la jonction d’extrémités si éloignées : sa capacité à inhiber la 
résection des extrémités de CDB et sa faculté à maintenir des extrémités ADN pourtant 
éloignées, qui forment alors une synapse.  
Les rôles d’inhibition de résection et de maintien des extrémités par 53BP1, s’ils 
sont clairement inspirés des études chez son homologue de S. pombe (Lazzaro et al., 
2008), ont également été démontrés chez les mammifères : une CSR induite 
artificiellement chez la souris par le clivage de deux sites I-SceI (enzyme de restriction) 
introduits dans le locus de la chaîne lourde de l’immunoglobuline, montrent que 
53BP1 est important pour maintenir une synapse et joindre ces extrémités éloignées 
(Bothmer et al., 2010). Par ailleurs, l’absence de 53BP1 n’a pas d’influence sur la 
jonction de séquences loxP (placés aux mêmes endroits que les sites I-SceI) par la 
recombinase Cre, car celle-ci possède sa propre activité synaptique. Enfin, dans les 
cellules 53BP1 -/-, les sites I-SceI sont sujets à une résection excessive, et seule une 
faible proportion est réparée, probablement par des mécanismes alternatifs de la NHEJ 
qui ne permettent pas d’obtenir une CSR correcte. Ces résultats renforcent l’hypothèse 
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 BRCA1 favorise la RH et inhibe la NHEJ 
Si 53BP1 oriente la réparation vers la NHEJ au détriment de la RH, BRCA1 
possède la faculté inverse. En effet, les études montrent un comportement de BRCA1 
opposé à 53BP1 en favorisant la RH, même si les détails sont mal connus.  
Certaines études décrivent la manière dont BRCA1 stimule la RH. Sans BRCA1, les 
cellules humaines subissent spontanément des translocations chromosomiques 
(Moynahan et al., 1999). Elles possèdent un réel défaut de RH qui les empêche de 
réparer correctement des CDB se produisant pendant la phase S (ou de faire 
redémarrer des fourches de réplication bloquées). C’est pourquoi ces cellules sont 
hypersensibles à un traitement à la camptothécine, aux inhibiteurs de PARP, ou encore 
aux agents pontants (Helleday, 2011). Ces substances représentent donc des stratégies 
intéressantes contre les cancers du sein mutés pour BRCA1, car en l’absence de RH, les 
CDB sont réparées de manière inadéquate par NHEJ (Bunting et al., 2010), conduisant 
à une instabilité chromosomique trop importante, donc létale. 
BRCA1 interagit directement avec BRCA2 et PALB2, deux médiateurs de RAD51 
essentiels pour la RH (Sy et al., 2009, Zhang et al., 2009). Cette interaction pourrait 
être requise pour coordonner l’assemblage des facteurs de la RH, puisque BRCA1 
favorise l’accumulation de PALB2, qui lui-même favorise le recrutement de BRCA2 au 
niveau des CDB. 
Enfin, le domaine BRCT de BRCA1 est capable de lier les motifs Ser-X-Phe de 
BACH1, CtIP et Abraxas, phosphorylés par les CDK pendant les phases S et G2 (Huen et 
al., 2009). Ce domaine est essentiel pour la RH, puisque les MEF (Mouse Embryonic 
Fibroblasts) déficients pour ce domaine BRCT sont hypersensibles au cis-platine et ont 
des défauts de prolifération et de RH, ce qui favorise l’apparition de cancers dans les 
souris (Shakya et al., 2011). CtIP est également ubiquitiné par le complexe 
BRCA1/BARD1, mais aucune influence sur l’activité de CtIP n’a pu être encore 
démontrée (Yu, 2006). 
La manière dont BRCA1 favorise la RH grâce à ses partenaires nécessite donc plus 
d’investigations pour être élucidée.  
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 Les rôles antagonistes de 53BP1 et BRCA1 
En plus de stimuler chacun un système de réparation différent, il semble que 
53BP1 et BRCA1 aient également des effets antagonistes l’un envers l’autre. 
L’importance de BRCA1 et 53BP1 aux CDB a en partie été dévoilée par les 
expériences dans les cellules BRCA1 -/-, sujettes à une instabilité génomique et à une 
déficience en RH (Moynahan et al., 1999). La perte de 53BP1 dans ces cellules 
compense la déficience de BRCA1 en restaurant la RH (Bouwman et al., 2010, Bunting 
et al., 2010). Par ailleurs, la déficience en BRCA1, qui est létale à l’état embryonnaire 
chez la souris, peut être compensée par la perte de 53BP1 (Bunting et al., 2010, 
Bouwman et al., 2010). Ces études ont ainsi pu mettre en valeur les rôles antagonistes 
de BRCA1 et 53BP1 au niveau des CDB, le premier favorisant la RH et inhibant la C-
NHEJ, tandis que 53BP1 favoriserait la C-NHEJ au détriment de la RH. 
Pour mieux comprendre la relation entre de ces deux protéines au niveau de la 
CDB, leur présence a été analysée aux IRIF (Foyers induits par les radiations 
ionisantes). Bien que le recrutement de ces deux protéines aux CDB nécessite une 
étape d’ubiquitination, l’analyse 3D des IRIF montre que les marquages 53BP1 et 
BRCA1 ne se superposent pas forcément aux IRIF (Mok et al., 2010). En effet, la 
microscopie à haute résolution montre que si 53BP1 occupe l’intégralité du foyer en 
G1, le recrutement de BRCA1 au niveau du cœur du foyer pendant la phase S exclut 
53BP1 à la périphérie de l’IRIF (Chapman et al., 2012), les deux protéines occupant 
alors un volume essentiellement exclusif. Ces données sont cohérentes avec l’action 
antagoniste de BRCA1 envers 53BP1, dans le but de favoriser la RH pendant la phase S. 
Le mécanisme par lequel BRCA1 interagit avec 53BP1 au niveau des IRIF est mal 
connu. BRCA1 inhibe-t-il directement l’action de 53BP1 ou de façon indirecte en 
empêchant la relocalisation de 53BP1 à la CDB ? Un élément de réponse est apporté 
via les partenaires de BRCA1 : BAP1 et BRCC36, deux déubiquitinases. BRCC36 est 
capable de déubiquitiner les chaînes de polyubiquitines présentes sur H2A et H2AX, 
impliquées dans le recrutement de 53BP1 et de BRCA1 (Shao et al., 2009), suggérant 
une inhibition indirecte. 
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 Mutations et instabilité génétique 5)
Les systèmes de détection et de réparation des dommages assurent la protection 
de notre génome contre les dommages à l’ADN, afin d’assurer la survie de la cellule. 
Néanmoins, ces systèmes ne sont pas infaillibles et peuvent être à l’origine de 
mutations dans de rares cas. En effet, l’efficacité et la fidélité des systèmes de 
réparation varient en fonction du dommage, du nombre de lésions, mais également 
des phases du cycle cellulaire. Par exemple, la NHEJ, lors de la maturation 
d’extrémités, peut conduire à des petites additions/délétions de bases. De plus, les 
dommages se produisant pendant la phase S sont dangereux pour la cellule : ils sont 
sources de translocations chromosomiques dans le cas de CDB, ou de substitutions 
dans le cas de dommages encombrants nécessitant une synthèse translésionnelle. Par 
conséquent, le risque de développer des mutations peut être directement corrélé aux 
nombres de dommages subis, et donc à l’exposition d’agents génotoxiques. Les 
mutations peuvent changer l’information génétique et provoquer le 
dysfonctionnement de protéines essentielles conduisant la cellule à s’autodétruire. 
Dans des cas plus rares, la mutation peut conférer un avantage sélectif, permettant à 
la cellule affectée de mieux survivre ou de mieux proliférer par rapport aux autres 
cellules du tissu environnant. Ce genre de mutation favorise ainsi la transformation 
d’une cellule normale en cellule cancéreuse. Les gènes impliqués dans ce phénomène 
sont généralement classés en deux catégories : les « oncogènes » et les « gènes 
suppresseurs de tumeur ». Comme leur nom l’indique, les gènes suppresseurs de 
tumeurs regroupent les gènes qui empêchent les cellules de devenir cancéreuses, le 
dysfonctionnement de tels gènes pouvant ainsi conférer l’avantage sélectif évoqué 
plus haut. A l’inverse, les oncogènes peuvent favoriser le développement tumoral si 
des mutations aboutissent à leur surexpression, leur duplication ou encore à une 
protéine constitutivement active. Pour illustration, l’oncogène K-ras, qui normalement 
stimule la prolifération et la survie en réponse aux facteurs de croissance, est muté 
dans environ 30% à 90% des cas selon les tumeurs (Bos, 1989). Il s’agit souvent de 
mutations ponctuelles bloquant K-ras dans sa forme active, mimant ainsi l’apport 
constant de facteurs de croissance et stimulant fortement la prolifération (Reddy et al., 
1982).  





Figure 12. Les caractéristiques classiques des cellules cancéreuses. 
A. Les cellules cancéreuses ont une prolifération plus rapide que les cellules saines du tissu environnant. 
Des mutations des points de contrôle du cycle peuvent être impliquées. B. Les cellules cancéreuses sont 
insensibles aux signaux inhibiteurs de croissance, ce qui rend leur prolifération incontrôlable par 
l’organisme. C. Les cellules cancéreuses possèdent des systèmes d’échappement permettant d’éviter 
leur élimination par le système immunitaire, censé stopper l’émergence de telles cellules dans 
l’organisme (par exemple, des mutations dans les marqueurs membranaires utilisés par le système 
immunitaire pour détruire les cellules cancéreuses). D. La taille des télomères limite la prolifération des 
cellules saines. Les cellules cancéreuses sont immortelles car des mutations réactivent la capacité des 
cellules à maintenir la longueur des télomères grâce à la télomérase. E. Par des mécanismes pro-
inflammatoires, les cellules cancéreuses peuvent promouvoir la progression tumorale en influençant 
leur microenvironnement. F. Des propriétés permettant l’invasion émergent chez les cellules tumorales, 
permettant à la tumeur de s’étendre aux tissus proches. Egalement, certaines cellules cancéreuses 
acquièrent la capacité d’essaimer à partir de la tumeur primaire grâce à la circulation sanguine. Ces 
cellules peuvent s’implanter dans d’autres zones de l’organisme pour se développer et former des 
métastases. G. Au fur et à mesure de la croissance tumorale, l’accès aux nutriments et oxygène se fait 
plus difficile au centre de la tumeur. Pour améliorer leur perfusion, les cellules tumorales produisent des 
facteurs induisant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins alimentant la tumeur : c’est 
l’angiogenèse tumorale. H. L’instabilité génomique est caractérisée par la propension des cellules à 
accumuler des mutations de l’ADN, pouvant altérer les gènes et donc les différentes fonctions de la 
cellule. Cette instabilité favorise l’acquisition de la plupart des caractéristiques des cellules tumorales. I. 
Les cellules cancéreuses sont résistantes à l’apoptose grâce à des mutations qui affectent 
essentiellement les gènes des checkpoints ou de la voie apoptotique. J. Pour soutenir cette prolifération 
anarchique intense, les cellules cancéreuses ont un métabolisme cellulaire dérégulé leur permettant de 
produire suffisamment d’énergie. Adapté de(Hanahan et al., 2011). 
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Le phénomène qui transforme une cellule saine en cellule cancéreuse est 
progressif. Ainsi, les cellules portant des mutations « promotrices » (telles que K-ras) 
favorisant la cancérisation, transmettent leurs gènes mutés à leurs cellules filles au fil 
des divisions. D’autres mutations promotrices peuvent alors se produire et se 
transmettre grâce à l’avantage sélectif qu’elles confèrent, rapprochant toujours plus 
les cellules filles du stade cancéreux. Le taux de mutations dans ces cellules peut 
radicalement augmenter si l’une des mutations touche notamment les gènes de 
réparation. S’ils sont altérés, la cellule acquiert alors un phénotype mutator, 
accumulant encore plus de mutations, et donc les avantages sélectifs potentiels. Par 
conséquent, au fil des divisions, le génome des cellules mutées subit une réelle 
« instabilité », cette instabilité agissant comme un moteur de la tumorigénèse.  
 
 L’instabilité génomique comme moteur du cancer a.
L’instabilité génomique constitue une passerelle entre la cellule normale et la 
cellule cancéreuse. L’intégralité des caractéristiques des cellules cancéreuses 
s’explique par les mutations découlant de l’instabilité génomique (Figure 12). Par 
ailleurs, l’accumulation rapide de mutations dans les cellules tumorales confère une 
adaptabilité et donc une résistance à de nombreux traitements anticancéreux. Ceci 
expliquerait en partie pourquoi, après un premier traitement conduisant à une 
régression ou à une élimination tumorale apparente, celle-ci parvient parfois à 
poursuivre son développement tout en étant résistante. Cependant, d’autres facteurs 
seraient également impliqués dans l’acquisition de résistances, comme 
l’environnement de la tumeur et les modifications épigénétiques des cellules 
tumorales.  
Les évènements conduisant aux mutations initiatrices ou promotrices de cancers 
sont nombreux et complexes. Comprendre leur origine et leur impact sur le génome 
humain permet non seulement d’analyser le développement tumoral, mais également 
de concevoir de meilleures approches thérapeutiques. L’instabilité génomique peut 
être divisée en trois catégories distinctes : l’instabilité nucléotidique, de répétitions, ou 
chromosomique. 
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 L’instabilité nucléotidique  b.
L’instabilité nucléotidique est liée à l’accumulation de mutations réparties sur 
des séquences ADN de très petite taille, telles des mutations ponctuelles, ou petites 
additions/délétions de bases. Ce genre d’instabilité est lié à des altérations de 
nucléotides (causées par exemple par des agents mutagènes et des défauts dans les 
systèmes de réparation corrigeant ces altérations, tels que le BER et le NER). Grâce à la 
redondance du code génétique et l’efficacité des systèmes de réparation, il y a un 
risque faible mais non nul que ces mutations altèrent le fonctionnement de protéines. 
Néanmoins, l’instabilité nucléotidique est augmentée lorsque certains composants des 
systèmes de réparations sont déficients. C’est le cas pour les personnes atteintes de 
syndrome myélodysplasique (dont certains cas sont dus à une déficience du 
BER,(Jankowska et al., 2008) ou Xeroderma pigmentosum (Déficience du NER,(Robbins 
et al., 1974). 
 
 L’instabilité de séquences répétées.  c.
Les séquences microsatellites sont des séquences d’ADN de 2 à 6 paires de bases 
répétées : par exemple, les séquences microsatellites les plus répandues sont les 
répétitions de dinucléotides CA ou GT, qui sont répétées parfois plusieurs dizaines de 
milliers de fois. Bien que la longueur de ces séquences microsatellites soit très variable 
d’une personne à une autre, chaque individu possède des microsatellites d’une 
longueur définie. La présence de telles séquences est normale, leurs tailles sont 
d’ailleurs analysées pour obtenir des empreintes génétiques afin d'identifier un 
individu en médecine légale. Cependant, si la longueur de ces séquences varie au sein 
d’un même individu sur un locus donné, on parle d’instabilité microsatellite. Non 
seulement l’expansion de microsatellites au sein d’un gène conduit à des maladies 
telles que la maladie de Huntington (Gusella et al., 1983), la maladie de Kennedy (La 
Spada et al., 1992), le syndrome X-fragile (Turner et al., 1980), mais l’instabilité 
microsatellite peut également être liée à des cancers héréditaires tel le Cancer 
Colorectal Héréditaire sans Polypose (HNPCC, ou syndrome de Lynch) (Thibodeau et 
al., 1993). L’expansion et la réduction des microsatellites se produisent lorsque ces 
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régions sont mal répliquées et conduisent à des défauts d’interactions entre brins 
d’ADN complémentaires, normalement réparés par le MMR (Figure 1). L’apparition du 
HNPCC peut être alors favorisée par des déficiences transmissibles partielles dans le 
MMR, causées par des mutations mono-alléliques ou des hyperméthylations de 
promoteurs de protéines du MMR, telle MLH1. Les rares cas de mutations bi-alléliques 
souffrent du syndrome constitutivement déficient en réparation des mésappariements 
de bases (CMMR-D), ce qui les expose à diverses formes de cancers (essentiellement 
des cancers du sang, du cerveau ainsi que des cancers colorectaux) dès l’enfance 
(Ricciardone et al., 1999).  
 
 L’instabilité chromosomique d.
Les premières preuves d’instabilités chromosomiques dans les cellules 
cancéreuses furent observées il y a près d’un siècle (Bovari, 1914, Hansemann, 1903) ; 
elles concernent des altérations sur des séquences d’ADN plus importantes, à l’échelle 
d’un ou plusieurs chromosomes. Ces « aberrations chromosomiques » rassemblent les 
gains ou pertes de chromosomes entiers, ainsi que les inversions, délétions, 
duplications, translocations de longs segments chromosomiques et aneuploïdie. 
L’origine de cette instabilité au sein des cancers est encore très discutée à l’heure 
actuelle. Un nombre aberrant de chromosomes dans une cellule peut être la 
conséquence de perturbations lors de la mitose : par exemple, si la duplication des 
centrosomes est perturbée et qu’il y a plus de deux centrosomes (Pihan et al., 1998), le 
fuseau mitotique ne peut pas s’assembler correctement et ceci aboutit à des 
problèmes de ségrégation en mitose. D’ailleurs, les centrosomes sont en surnombre 
dans environ 80% des cancers du sein (Lingle et al., 2002) et beaucoup d’autres 
cancers. Le reste des aberrations chromosomiques peut découler de CDB multiples, 
dont les extrémités d’ADN ne sont pas rejointes fidèlement, comme lorsque la NHEJ ou 
la RH sont déficientes ou utilisées de manière inadéquate. C’est le cas dans plusieurs 
cancers, mais aussi dans des syndromes caractérisés par une instabilité 
chromosomique importante et une prédisposition aux cancers : L’Ataxia Telangiectasia 
(et syndromes associés), le Nijmegen breakage syndrome (Weemaes et al., 1981), le 
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syndrome de RIDDLE (Stewart et al., 2007) et l’immunodéficience sévère T-B combinée 
(van der Burg et al., 2009). 
 
 L’importance de prévenir la génotoxicité 6)
Quotidiennement, notre organisme fait donc face à un nombre colossal de 
dommages à l’ADN, qu’il gère grâce à des systèmes de réparation très efficaces. 
Néanmoins, ceux-ci ont leurs limites, et induisent occasionnellement des mutations. 
Par conséquent, l’exposition à un agent génotoxique augmente sensiblement le risque 
de mutation, notamment en fonction du mode d’action et du type de dommage induit 
par ce génotoxique. Il est donc capital de développer des outils pour évaluer 
efficacement le potentiel génotoxique d’agents en contact avec nos cellules, mais 
également de mener des études élucidant les mécanismes d’action de ces toxiques. 
C’est pourquoi, au cours de ma thèse, j’ai participé à l’élaboration d’un outil 
visant à détecter des CDB en temps réel. Cet outil a pour but de fournir des 
informations sur la cinétique des CDB, grâce à une approche in cellulo. Mon travail 
s’est également porté sur une génotoxine bactérienne, la Cytolethal Distending Toxin 
(CDT), dont le risque carcinogène été constaté en modèle murin (Ge et al., 2007). Dans 
un premier temps, j’ai contribué à une meilleure compréhension de son mécanisme 
d’action et dans un second temps, j’ai permis d’éclaircir certaines particularités de la 
cytotoxicité de CDT. Enfin, mon travail révèle que CDT représente un risque 
génotoxique, même à faible dose. Ces deux travaux sont développés par la suite dans 
deux parties distinctes.  
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II. Les Nanobodies comme marqueurs de cassures double-brin  
 
 Comment détecter les CDB ?  1)
Différentes techniques permettent d’évaluer, directement ou indirectement les 
agents potentiellement clastogènes.  
 
 Les essais directs  a.
Certaines techniques permettent d’estimer directement l’état de dégradation de 
l’ADN, comme l’essai COMET en conditions neutres ou alcalines. Lors de ce test, les 
cellules dont l’ADN est potentiellement endommagé sont isolées et incluses, sur lame, 
dans un microgel d’agarose. Leur ADN est dénaturé et soumis à un champ 
électrophorétique faisant migrer l’ADN et formant une « queue » à partir du noyau, 
ressemblant à une comète. Plus l’ADN est dégradé, plus il migre loin : donc la longueur 
de la queue de la comète en condition alcaline reflète indistinctement la quantité de 
CSB, double-brin et/ou sites alcali-labiles. En condition neutre, ce sont majoritairement 
les CDB qui sont visualisées par la formation de queues de comètes 
L’électrophorèse en champ pulsé est aussi une technique qui révèle directement 
les CDB. Dans ce cas, 103-104 noyaux des cellules sont inclus dans le même puits 
d’agarose. Néanmoins, ces techniques souffrent d’une intervariabilité certaine, et 
nécessitent une expertise pour être développées et interprétées au sein d’un 
laboratoire.  
 
 Les essais indirects b.
D’autres approches analysent les conséquences de CDB, par exemple des 
modifications à l’échelle du chromosome.  
 




Figure 13. Test d’échange de chromatides soeurs. 
Un marquage différentiel par bromodeoxyuridine permet de distinguer les chromatides sœurs en 
métaphase. Les échanges de chromatides, consécutifs à des évènements de CDB réparées, sont indiqués 





Figure 14. Test des micronoyaux. 
Des cellules en prolifération sont traitées à la cytochalasine B, un inhibiteur d’actine empêchant la 
scission après mitose et les noyaux sont marqués (ici au Giemsa). Les cellules ayant effectué une mitose 
correcte présentent deux noyaux distincts (à gauche). Les cellules présentant des anomalies de 
ségrégation peuvent former des micronoyaux supplémentaires (flèche). Image source : www.crios.be. 
  
Micronoyau 
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 Test d’échange des chromatides sœurs  
Le test d’échange de chromatides sœurs permet de déterminer si des CDB ont 
été réparées par RH. Lors de la réplication, les cellules sont traitées par un nucléotide 
modifié qui marque l’ADN néosynthétisé et donc différemment les deux chromatides 
sœurs (Figure 13). En métaphase, lorsque l’ADN est sous forme de chromosomes, les 
deux chromatides sœurs sont visibles et il est possible d’estimer s’il y a eu échange de 
séquences entre elles si le marquage est discontinu sur les deux chromatides (Figure 
13). Ces échanges de chromatides sœur sont la conséquence de cassures de l’ADN 
réparées par RH aboutissant à un évènement de crossing-over. 
 
 Test des micronoyaux 
La réparation des CDB n’est pas systématiquement fidèle, et peut conduire à des 
aberrations chromosomiques. Le test des micronoyaux estime l’incidence de ces 
aberrations en recherchant les défauts de ségrégations chromosomiques lors de la 
mitose. En effet, si une extrémité double-brin d’ADN est religuée avec une extrémité 
issue d’un autre chromosome ou mal religuée, des fusions chromosomiques ou des 
chromosomes sans centromère peuvent en résulter. Lors de la mitose, ces 
chromosomes ne se répartissent pas correctement sur la plaque métaphasique et les 
chromosomes aberrants sont inclus dans des bourgeonnements du noyau, appelés 
micronoyaux (Figure 14). Si la présence de micronoyaux est généralement la 
conséquence de CDB mal/non réparées, des agents perturbant le fuseau mitotique, et 
ne causant pas de dommage à l’ADN, peuvent causer l’inclusion de chromosome(s) 
dans des micronoyaux. 
 
 Test des aberrations chromosomiques 
Les conséquences de tels réarrangements chromosomiques sont visibles 
également grâce au test des aberrations chromosomiques (Figure 15 A,(Clare, 2012). 
Le but de ce test est d’analyser la morphologie et le nombre de chromosomes 
métaphasiques par cellule, afin d’évaluer la présence d’anomalies chromosomiques : 
perte ou gain de chromosome, multiplication du nombre total de chromosomes 






Figure 15. Tests d’aberrations chromosomiques. 
A. Test d’aberrations chromosomiques classique. Le marquage de chromosomes métaphasiques peut 
révéler certaines aberrations chromosomiques. Deux d’entre elles (chromosome multicentrique et 
chromosome acentrique) sont indiquées par des flèches. B. Chromosome painting. L’utilisation de 
sondes spécifiques de chromosomes permet de tirer plus d’informations du test d’aberrations, 
notamment l’origine chromosomique de la translocation. Les translocations sont indiquées par des 
flèches : échanges chromosomiques entre chromosomes des paires 9 et 11 (flèche verte), échanges 




Figure 16. Exemple de marqueurs de cassures double-brin. 
Les cellules suivantes sont irradiées aux rayonnements gamma et les protéines indiquées sont marquées 
par immunofluorescence. Bleu : DAPI. A. Cellules de cancer du poumon non à petites cellules (Non-
Small-Cell Lung Carcinoma, NSCLC) irradiées 10 Gy (Azad et al., 2011). B. Cellules HeLa irradiées 5 Gy 
(Moon et al., 2010). C. Cellules HeLa irradiées 2 Gy (Kobayashi et al., 2009). D. Fibroblastes humains 
irradiés 12 Gy (van Veelen et al., 2005).E. Fibroblastes primaires humains irradiés 12 Gy (van Veelen et 
al., 2005). F. Fibroblastes humains irradiés 3 Gy (Stewart et al., 2007). G. Cellules HeLa irradiées 5 Gy 
(Moon et al., 2010). H. Lymphocytes humains irradiés 10 Gy (Sak et al., 2010). 
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(polyploidie), chromosomes raccourcis ou rallongés, chromosomes acentriques ou 
multicentriques (respectivement sans centromère ou avec plusieurs centromères), et 
enfin, certains échanges de portions de chromosomes.  
Une variante du test des aberrations chromosomiques classique permet d’établir 
une carte précise des translocations chromosomiques ayant eu lieu : c’est la peinture 
chromosomique ou « chromosomes painting » (Figure 15 B). Cette technique utilise 
des sondes spécifiques de chaque chromosome, couplées à des fluorophores 
différents de manière à ce que chaque chromosome métaphasique soit marqué d’une 
couleur différente. Il est ainsi possible d’observer et d’identifier des translocations 
chromosomiques si un chromosome métaphasique est marqué de différentes couleurs 
(Figure 15 B).  
 
 Analyse des marqueurs de CDB  
Les techniques abordées ci-dessus analysent exclusivement les conséquences 
des CDB, elles n’apportent aucune information sur la survenue de la CDB en elle-
même, sa prise en charge par la cellule, ou le nombre total de CDB subies par une 
cellule après un traitement.  
Afin de pouvoir fournir de telles informations, beaucoup de scientifiques se sont 
tournés vers des techniques de détection indirectes de CDB, basées sur 
l’immunofluorescence. Globalement, elles sont peu contraignantes et possèdent un 
seuil de détection des CDB extrêmement bas pour la plupart d’entre elles, mais 
nécessitent de fixer les cellules. En effet, elles se basent sur la détection en 
immunofluorescence du recrutement ou de modifications post-traductionnelles de 
facteurs de la voie de réponse aux CDB. Comme expliqué précédemment, certains de 
ces facteurs forment des foyers visibles, en microscopie, autour des CDB si bien qu’une 
seule CDB (correspondant à un foyer) est détectable (Rogakou et al., 1999). Pour 
marquer ces foyers, il est possible d’utiliser des anticorps contre les marqueurs 
suivants : phosphoT2609-DNA-PK (pDNA-PK, Figure 16 A) (Moeller et al., 2011, Azad et 
al., 2011), MDC1 (Figure 16 B) (Lou et al., 2006), phosphoS1981-ATM (pATM, Figure 16 
C) (Kobayashi et al., 2009), MRE11 (Figure 16 D), RAD50 (Figure 16 E) 
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(van Veelen et al., 2005), NBS1 (Figure 16 F) (Cheng et al., 2005), 53BP1 (Figure 16 F) 
(Ward et al., 2003), ϒH2AX (Figure 16 I) (Rogakou et al., 1999)… ϒH2AX est de loin le 
marqueur de CDB le plus caractérisé et le plus utilisé, notamment pour ses 
caractéristiques. En effet, le variant d’histone H2AX est phosphorylé quelques 
secondes après l’induction de la CDB (Cleaver, 2011) sur plusieurs mégabases autour 
du site et forme des foyers intenses, bien visibles en immunofluorescence. Cette 
technique permet d’évaluer la quantité de CDB subie par chaque noyau, et ce, même 
s’il n’y a qu’une seule CDB. De plus, la phosphorylation de ϒH2AX peut être suivie par 
d’autres méthodes, telles que le western blot (Rogakou et al., 1998) ou la cytométrie 
en flux (Tanaka et al., 2007), même si ces méthodes sont moins sensibles.  
 
Après réparation de la CDB, ϒH2AX est déphosphorylée (Rothkamm et al., 2003), 
notamment par les phosphatases PP2A, PP4, PP6, et WIP1 (Chowdhury et al., 2005, 
Chowdhury et al., 2008, Douglas et al., 2010, Macurek et al., 2010). D’autre part les 
formes modifiées de H2AX (ϒH2AX, ϒH2AX ubiquitinée et ϒH2AX acétylée) se 
dissocieraient des nucléosomes proches du site de cassure, grâce à l’intervention de la 
chaperonne d’histone FACT (FAcilitates Chromatin Transcription,(Heo et al., 2008) et 
de l’histone acétyl-transferase Tip60 (Ikura et al., 2007). Ces deux phénomènes 
combinés conduiraient à la disparition des foci ϒH2AX après réparation des CDB (Soria 
et al., 2012). La corrélation directe et quasi-immédiate des foyers ϒH2AX et des CDB 
(Sedelnikova et al., 2002) permet de refléter précisément la présence de CDB dans 
l’ADN à un instant donné. Cependant, étant donné que H2AX est également une cible 
de la kinase ATR, ϒH2AX peut parfois marquer d’autres lésions ou des CDB générées 
indirectement (ce point est détaillé plus largement dans le chapitre II. 8) a.).  
 
 Utilisation de ϒH2AX en thérapies anti-cancéreuses 
De par ses caractéristiques, le marquage ϒH2AX est d’un intérêt certain pour le 
dépistage et la lutte contre le cancer. En effet, des marqueurs prédictifs de cancers 
sont régulièrement dosés en clinique pour diagnostiquer des tumeurs précoces ou 
suivre l’évolution des tumeurs : il s’agit de biomarqueurs. Ces indicateurs de tumeurs 
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incluent plusieurs marqueurs, comme le CarcinoEmbrionic Antigen (CEA), le Prostate‑
Specific Antigen (PSA), CA‑19‑9 pour les cancers colo-rectaux et pancréatiques, CA‑
15.3 pour le cancer du sein, CA6125 pour le cancer ovarien (Chatterjee et al., 2005)... 
ϒH2AX constitue quant à lui un biomarqueur potentiel intéressant : 
- d’une part, pour détecter une augmentation de CDB au sein d’un tissu, ce qui 
peut refléter une instabilité génomique locale, comme c’est le cas dans les stades 
précoces d’un développement tumoral (Sedelnikova et al., 2006). En effet, des niveaux 
de foci ϒH2AX supérieurs à la normale ont pu être observés dans plusieurs 
cancers (cancer du côlon, du sein, de l’ovaire, du foie, du rein (Sedelnikova et al., 
2006)). 
- d’autre part, pour estimer l’efficacité des traitements tumoraux, tels que les 
radiothérapies ou les traitements anticancéreux par substances générant des CDB. En 
effet, de nombreuses cellules tumorales sont mutées pour leurs systèmes de 
réparation (NHEJ, HR), ce qui contribue à leur instabilité génomique, mais qui les rend 
également sensibles à un taux élevé de CDB car aucune cellule ne peut continuer à 
proliférer sans réparer ces dommages. Par conséquent, en thérapie anti-cancéreuse, 
un traitement générant des CDB tue préférentiellement les cellules tumorales. 
Néanmoins, l’efficacité d’un tel traitement est variable d’un individu à l’autre, c’est 
pourquoi l’utilisation de ϒH2AX comme biomarqueur de l’impact du traitement serait 
judicieuse. Par exemple, une forte corrélation est observée entre le nombre de foci 
ϒH2AX dans les lymphocytes circulants de patients et l’intensité avec laquelle ils ont 
été irradiés (Sak et al., 2010). De la même façon, il est possible d’évaluer l’efficacité 
d’un tel traitement sur d’autres tissus, tels la peau, la base des cheveux, la peau, les 
muqueuses, et bien sûr les tumeurs (Redon, 2010).  
 
 Limites 
Cependant, l’analyse par immunofluorescence de protéines recrutées -ou 
modifiées- à la CDB se heurte aux limites intrinsèques de cette technique. En effet, une 
étape de fixation (qui immobilise les protéines dans leur configuration) est 
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indispensable afin d’éviter que le contenu cellulaire soit perdu lors de la 
perméabilisation, nécessaire à la pénétration des anticorps dans la cellule. Par 
conséquent, cette technique a certe l’avantage de pouvoir détecter jusqu’à une seule 
CDB dans un noyau, mais elle ne renseigne sur la présence de CDB qu’à un instant 
précis. Il est impossible de suivre en temps réel l’apparition ou la réparation de CDB. La 
seule possibilité est de multiplier les échantillons pour faire varier les temps 
d’exposition, afin d’estimer une cinétique approximative de l’apparition de CDB. Il est 
par conséquent difficile de déterminer si l’effet d’un agent est de causer des 
dommages persistants irréparables, ou s’il cause des dommages continuels 
progressivement réparés. Or, connaitre ces caractéristiques est crucial pour évaluer le 
danger d’un agent génotoxique, pour le caractériser et pour en comprendre le 
fonctionnement.  
 La création d’un outil permettant de suivre l’apparition de CDB en temps réel, 
qui plus est sur cellule vivante, offrirait donc de nouvelles opportunités pour l’étude 
des CDB et pour décortiquer l’action de génotoxiques clastogènes. C’est dans ce but 
que j’ai développé, au cours de ma thèse, un projet visant à établir un nouvel outil de 
détection des CDB en temps réel. 
 
 Les anticorps chaînes lourdes de camélidés 2)
Pour créer ce biomarqueur de CDB, nous avons utilisé une technologie appelée 
Nanobody, inspirée des anticorps produits naturellement chez le lama. 
 
 Le répertoire immunitaire original des lamas  a.
 
 Les anticorps chaînes lourdes 
Les anticorps classiques de mammifères sont constitués de deux chaînes lourdes 
(H) et de deux chaînes légères (L). Pourtant, les Immunoglobulines G (IgG) des espèces 
camelidae (Camelus dromedarius, Camelus bactrianus, Lama glama, Lama 






Figure 17. Différences entre anticorps conventionnels, HCab, et Nanobodies. 
Les anticorps classiques (à gauche) sont constitués de deux chaînes lourdes (violet) et de deux chaînes 
légères (jaune). Les anticorps « chaîne lourde » (HCAb, au milieu) produits par les camélidés et certaines 
espèces de requins n’ont pas de chaînes légères. Contrairement aux anticorps classiques qui nécessitent 
les parties variables des chaînes lourdes et légères pour former un paratope fonctionnel, la partie 
variable de la chaîne lourde est suffisante pour la reconnaissance de l’épitope par le HCAb. Cette partie 
variable de HCAb peut être isolée pour former une petite particule (VHH ou Nanobody), capable de 
reconnaitre ce même épitope. 
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guanoco, Lama alpaca et Lama vicugna) présentent une surprenante exception à ce 
paradigme, puisque leur sérum contient une importante fraction d’anticorps « chaînes 
lourdes » (Heavy Chain Antibodies, HCAb) dépourvus de chaînes légères (Figure 
17,(Hamers-Casterman et al., 1993). Chez les lamas, ces HCAb représentent 25-45% de 
la quantité totale d’anticorps. Chez les dromadaires, environ 50% des anticorps totaux 
sont des HCAb (Hamers-Casterman et al., 1993), et ce taux monte à 75% chez les 
chameaux (Nguyen et al., 1998). L’analyse par cytométrie en flux des lymphocytes 
circulants du chameau a démontré qu’ils possédaient une quantité plus faible de 
chaînes légères à la surface des lymphocytes, mais autant de chaînes lourdes, comparé 
aux bovins (Ungar-Waron et al., 2003). Ces données suggèrent que deux lignées de 
lymphocytes cohabiteraient chez le chameau, l’une sécrétant des anticorps classiques, 
l’autre sécrétant des anticorps chaîne lourde. 
La chaîne lourde des HCAb n’est constituée que de trois domaines globulaires 
(CH3, CH2, VHH) au lieu de quatre pour les anticorps classiques (CH3, CH2, CH1, VHH). 
Les deux domaines CH2 et CH3 des HCAb sont homologues aux domaines constants 
des anticorps classiques tandis que le domaine CH1, responsable de l’interaction 
chaîne lourde - chaîne légère, est absent des HCAb (Nguyen et al., 1999, Woolven et 
al., 1999). Chez le dromadaire, neuf gènes pouvant coder pour des chaînes lourdes 
d’immunoglobulines ont été identifiés (De Genst et al., 2006). Sur ces neuf, cinq sont 
exprimés, car ils ont pu être clonés grâce à leur cDNA, on considère qu’ils 
appartiennent à plusieurs sous-classes d’immunoglobulines. De manière intéressante, 
3 de ces 5 cDNA codent pour des HCab car ils ne possèdent pas d’exon CH1, alors que 
cet exon est présent dans les gènes. Des analyses ont démontré qu’une mutation du 
site donneur d’épissage suivant l’exon CH1 conduit à l’épissage de l’exon CH1 au cours 
de la maturation des ARNm et génère ainsi une chaîne lourde sans domaine CH1 
(Nguyen et al., 1999). Les deux ADNc restants (possédant un exon CH1) codent pour 
les chaînes lourdes des anticorps classiques (double-chaîne) et sont systématiquement 
liées aux parties variables des chaînes lourdes classiques (VH) et pas celle des HCAb 
(VHH) (Figure 17). Des données très similaires ont été obtenues chez le lama, même si 
les résultats proviennent de plusieurs espèces distinctes et qu’il faut donc les 
comparer avec prudence (Harmsen et al., 2000).  











Figure 18. Comparaison des domaines VH et VHH. 
A. Organisation des séquences VH et VHH avec les FR (Gris) et les trois séquences CDR (Bleu, vert et 
Rouge). Les substitutions caractéristiques de la FR2 d’un VHH sont représentées en violet. Le pont 
disulfure reliant la CDR1 à la CDR3 est représenté en jaune. B. Structure repliée simplifiée des VH et 
VHH. Le code couleur des CDR et FR est identique à la partie A. Les substitutions présentées en A sont 
représentées par des losanges violets.  
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 Le domaine d’interaction avec l’antigène, constitué des domaines variables des 
chaînes lourdes (VH) et légères (VL), n’est réduit qu’à un seul domaine variable dans 
les HCAb : celui de la chaîne lourde (VHH). Pourtant, malgré l’absence de VL, le VHH est 
pleinement fonctionnel et reconnait un épitope spécifique (Muyldermans et al., 1994, 
Vu et al., 1997, Harmsen et al., 2000, Maass et al., 2007).  
 
 Chez l’homme, une maladie dite « des chaînes lourdes » est causée par des 
délétions variables dans les gènes codant pour le domaine CH1 (Corcos et al., 2011, 
Seligmann et al., 1968). Il en résulte des anticorps à chaînes lourdes, qui sont non 
fonctionnels à cause de l’absence de chaîne légère, contrairement aux HCAb de 
camélidés, qui participent à la réponse immunitaire.  
 
 Fragment variable de chaîne lourde (VHH ou Nanobody) 
Les domaines variables des chaînes lourdes des anticorps classiques (VH) et ceux 
des HCAb (VHH) sont codés par des groupes de gènes distincts chez les dromadaires, 
et probablement chez les lamas également. Ces gènes partagent un fort degré 
d’identité de séquences et il y a une organisation remarquablement similaire entre les 
VH et VHH. Nonobstant, ils sont différenciables par des substitutions caractéristiques 
des VHH ou VH qui expliquent les capacités de liaison du VHH sous forme de simple 
domaine (Conrath et al., 2003). Les deux domaines sont composés de quatre 
séquences conservées, les Framework Régions (FR), entourant trois régions 
hypervariables, les Complementarity Determining Regions (CDR) (Figure 18). Les 
expériences de cristallisation montrent que les domaines VH et VHH adoptent un 
repliement caractéristique des immunoglobulines de par leurs deux feuillets β 
(Muyldermans et al., 2001, Padlan, 1994). Cette conformation oriente les trois régions 
hypervariables à une extrémité du domaine, connectant les feuillets β entre eux, et 
permettant la reconnaissance de l’antigène. L’alignement des séquences d’acides 
aminés de VH et VHH révèle que la première et la troisième région hypervariable du 
VHH sont plus longues que celles des VH (Conrath et al., 2003). Par ailleurs, les CDR1 et 
CDR3 des VHH contiennent parfois une cystéine qui conduit à la formation d’un pont 
disulfure (Figure 18, bande jaune), participant au repliement des boucles CDR 
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(De Genst et al., 2006). Une autre distinction frappante entre VH et VHH se situe dans 
la région FR2 : cette région est normalement hautement conservée dans les VH, et est 
constituée de plusieurs acides aminés hydrophobes qui servent de point d’ancrage au 
domaine VL. Au contraire, la région correspondante du VHH contient des résidus plus 
hydrophiles (Figure 18, losanges roses), ce qui explique l’absence d’association avec la 
VL ainsi que la solubilité du VHH.  
 
 Il n’y a pas d’explication claire à la présence de telles immunoglobulines chez 
les camélidés ; les autres cas où de tels anticorps simple-chaîne ont pu être observés 
concernent certains requins, qui produisent des HCAb appelés VNAR (Variable domain 
of the shark New Antigen Receptor) (Wesolowski et al., 2009). De par l’association des 
CDR des VL et VH, on pourrait s’attendre à ce que le paratope des anticorps classiques 
soit beaucoup plus grand que celui des VHH. Pourtant, le paratope des VHH est étendu 
grâce à l’extension de la boucle CDR1 et parfois de la CDR3 (Nguyen et al., 2001, Vu et 
al., 1997). Par ailleurs, l’essentiel de la diversité paratopique des anticorps classiques 
vient des combinaisons d’associations VL-VH, évidemment absentes chez les VHH. 
Cette limitation du répertoire paratopique est compensé par la flexibilités des boucles 
CDR, capables d’adopter des conformations diverses, jamais observées dans les VH 
d’humains ou de souris (Decanniere et al., 2000). Ainsi, on suppose que ces 
caractéristiques propres aux VHH permettraient aux HCAb d’atteindre des épitopes 
inaccessibles pour les anticorps conventionnels et ainsi d’étendre le spectre du 
répertoire immunitaire de ces animaux (Muyldermans, 2001). Cette hypothèse est 
renforcée par l’étude comparative de l’interaction d’un nanobody et d’un anticorps 
classique avec sa cible (lysozyme), par cristallographie (Wesolowski et al., 2009). Grâce 
à ses boucles CDR plus longues, le nanobody peut effectivement accéder au site 
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  Nanobodies/VHH, des anticorps miniaturisés b.
 Clonés en bactérie, les VHH de lama peuvent alors s’exprimer sous forme 
d’entités strictement monomériques capables de lier spécifiquement un antigène 
(Muyldermans et al., 1999). Ces particules ne font que 14-15 kDa, de la forme d’un 
petit ballon de rugby de 4 x 2,5 x 3nm de dimension, soit au moins 10 fois plus petit 
que la taille d’un anticorps classique. La notoriété croissante, ainsi que la taille 
nanométrique de ces VHH ont poussé la société Ablynx (société se concentrant sur les 
applications thérapeutiques des anticorps de lama) à renommer les VHH en 
Nanobodies.  
Les nanobodies ont peu ou pas de modifications post-traductionnelle et sont 
spontanément peu toxiques. Ils peuvent donc être produits dans beaucoup 
d’organismes très différents et à des taux élevés : bactéries (Pellis et al., 2012, Pollithy 
et al., 2011a), levures (Frenken et al., 2000, Harmsen et al., 2007), plantes (Teh et al., 
2010, Schornack et al., 2009), drosophile (Caussinus et al., 2011) ou encore dans les 
souris ou les cellules humaines (Rothbauer et al., 2006).  
Par ailleurs, plusieurs équipes ont démontré que les nanobodies conservent leur 
stabilité dans des environnements parfois extrêmes, comme des températures 
supérieures à 70°C (Goldman et al., 2006, Ladenson et al., 2006) ou d’autres conditions 
très dénaturantes comme de fortes concentrations d’acide chlorhydrique, d’urée (Dolk 
et al., 2005), ou dans la lumière intestinale (Harmsen et al., 2006, Winichayakul et al., 
2009, Harmsen et al., 2007). 
 
 Nanobodies : un outil multifonctions prometteur c.
Ces propriétés ont conduit les scientifiques à développer des nanobodies pour 
des applications extrêmement diverses et originales. En recherche médicale, des 
équipes ont repris l’ancien principe de l’immunothérapie anticancéreuse en 
remplaçant l’anticorps monoclonal classique ciblant la tumeur par un nanobody 
(Rahbarizadeh et al., 2011), et ont obtenu des résultats très prometteurs. Des 
procédés à base de nanobodies sont également en cours d’élaboration pour lutter 






Figure 19. Utilisation des nanobodies pour traquer des protéines intracellulaires (intrabodies). 
Les nanobodies constituent des intrabodies fonctionnant dans plusieurs modèles vivants. A. 
Magnetobactérie (Magnetospirillum gryphiswaldense) exprimant un nanobody dirigé contre la mcherry 
et ancré à un magnétosome (organite). Cette image montre que, co-exprimé à la mCherry (rouge), le 
nanobody est capable de séquestrer la mCherry au magnétosome (Pollithy et al., 2011a). B. Co-
expression de la protéine membranaire VAMP722 fusionnée à la GFP et d'un nanobody fusionné à la 
RFP (nanobody-RFP) anti-GFP dans la plante Nicotiana benthamiana. Ces résultats montrent la capacité 
du VHH à se relocaliser au niveau de la membrane grâce à son affinité pour la GFP fusionnée à VAMP-
722 (Schornack et al., 2009). C. Expression d'un nanobody-RFP anti Cytokeratine 8 (protéine des 
filaments intermédiaires) dans ces cellules de myoblastes murines. L'intrabody est relocalisé aux 
filaments intermédiaires (Rothbauer et al., 2006). D. Expression d'un nanobody-RFP anti-lamine 
(protéine de la membrane nucléaire) dans des cellules S2 de Drosophila melanogaster. Le nanobody est 
relocalisé à la membrane nucléaire (Rothbauer et al., 2006). E. Suivi en temps réel d'un nanobody-RFP 
anti-GFP et d'une H2B-GFP (Histone 2B) au cours de la mitose, en cellules HeLa (Rothbauer et al., 2006).  
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contre des maladies autoimmunes, en diminuant les immunoglobulines autoréactives 
du sang des patients grâce à des nanobodies anti IgG (Klooster et al., 2007). 
L’utilisation de nanobodies contres des maladies neurodégénératives (Gueorguieva et 
al., 2006) semble intéressante, et plus particulièrement la maladie d’Alzheimer (Lafaye 
et al., 2009). En effet, certains nanobodies sont capables de reconnaitre des 
oligomères Aβ (responsables de la maladie) et d’empêcher leur neurotoxicité.  
Utiliser des nanobodies pour lutter contre des d’autres pathologies a également 
été évoqué : en prophylaxie ou thérapie antivirale (Garaicoechea et al., 2008, Serruys 
et al., 2010), puisque des nanobodies dirigés contre la protéine de capside conservée 
VP6 du rotavirus confèrent une protection partielle au virus en modèle murin. 
Egalement, les nanobodies ont été proposés pour lutter contre des bactéries (Krüger et 
al., 2006) : des nanobodies fusionnés à une enzyme bactéricide et dirigés contre une 
souche de Streptococcus mutans ont permis de réduire sa colonisation chez la souris. 
Des nanobodies « antiparasitaire » pour cibler et lutter contre le trypanosome 
(Stijlemans, 2003) ont été développés. Des propriétés antitoxines ont été attribuées à 
des nanobodies capables de neutraliser la toxine de scorpion chez la souris (Meddeb-
Mouelhi et al., 2003, Hmila et al., 2008). Certains nanobodies aux vertus anti-
thrombotiques ou anti-inflammatoires, développés par Ablynx, sont même en étude 
clinique de phase II (www.ablynx.com). 
Les applications des nanobodies ne se limitent pas au domaine médical, 
puisqu’ils peuvent être utilisés comme outils pour doser ou capturer diverses 
substances ou protéines dans des mélanges : caféine (Ladenson et al., 2006), antigène 
prostatique (Huang et al., 2005), Green ou Red Fluorescent Protein (RFP ou GFP) 
(Zolghadr et al., 2008, Pollithy et al., 2011b), toxines (Hofmann et al., 2010)… Une des 
applications les plus surprenantes concerne l’utilisation d’un nanobody pour lutter 
contre un champignon, Malassezia furfur, directement dans un shampooing 
antipelliculaire (Dolk et al., 2005) ! 
Enfin, les nanobodies sont également utilisés en recherche fondamentale en tant 
qu’intrabodies. Ils sont exprimés de façon intracellulaire notamment pour traquer ou 
piéger des protéines in cellulo (Figure 19,(Rothbauer et al., 2006). 





Figure 20. Protocole d'immunisation du lama avec le phosphopeptide H2AX. 
A. Représentation schématique de l’antigène utilisé pour l’immunisation. Les 10 derniers acides aminés 
C-Terminaux de H2AX sont couplés en N-Terminal avec un carrier KLH. La sérine 7 (correspondant à la 
sérine 139 de la protéine H2AX originale) est phosphorylée. B. Déroulement de l’immunisation. Le lama 
(nom : Dalaï) a subi 5 injections de phosphopeptide, mélangé alternativement avec de l’adjuvant Freund 
complet ou incomplet pendant 4 mois (voir procédures expérimentales). Du sang est prélevé avant 
(sérum pré-immun) et après (sérum-immunisé) l’immunisation pour évaluer la présence d’anticorps 
anti-ϒH2AX dans le sérum (Figure 21). 500 mL de sang sont prélevés après immunisation pour en isoler 
les lymphocytes, grâce à une séparation par gradient (voir procédures expérimentales). Les lymphocytes 
sont lysés et les ARN totaux sont purifiés pour être rétro-transcrits en ADNc (Figure 22).  
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 Des nanobodies suivant les cassures double-brin en temps réel  d.
Notre objectif est d’utiliser les nanobodies afin de créer une lignée cellulaire 
détectant les CDB de l’ADN en temps réel. Nous souhaitons faire exprimer dans la 
cellule des nanobodies dirigés contre ϒH2AX, qui devront donc être relocalisés en 
temps réel au niveau des CDB. 
 
 Résultats : Obtention de HCAb anti-ϒH2AX  3)
 
Obtenir des nanobodies spécifiques de la phosphorylation de H2AX est crucial 
pour la réussite du projet. Pour optimiser nos chances de déceler de tels nanobodies, il 
est préférable de partir d’un répertoire immunitaire ayant produit des HCab contre 
ϒH2AX, plutôt que d’un répertoire naïf. Pour cette raison, nous avons procédé à 
l’immunisation d’un Lama alpaca (Nom : Dalaï) contre un peptide H2AX phosphorylé : 
ce peptide, généré par synthèse biochimique (Eurogentech), est constitué des 10 
derniers acides aminés contenant la serine 139 de H2AX et est phosphorylé sur cette 
sérine (Figure 20 A). De plus, ce peptide est conjugué à une protéine carrier KLH, 
rendant ce complexe plus immunogène pour favoriser la production d’anticorps contre 
cette cible. Lors de la première injection, le phosphopeptide est mélangé avec un 
adjuvant de Freund complet, qui stimule la réponse immunitaire grâce à des particules 
de Mycobacterium tuberculosis inactivées (Figure 20 B). Cette injection est suivie de 4 
rappels répartis sur 4 mois, ou le phosphopeptide est injecté alternativement avec du 
Freund complet ou incomplet (sans particules mycobactérienne). Les injections 
répétées sont censées produire une réactivation régulière du système immunitaire et 
donc une hypermutation somatique. Cette hypermutation enrichit le système 
immunitaire du lama en anticorps spécifiques de ϒH2AX, mais avec des séquences, et 
donc des comportements et affinités plus variés. L’adjuvant de Freund complet étant 
un stimulant puissant du système immunitaire, l’alternance avec le Freund incomplet 
(dépourvu de M. tuberculosis inactivé) permet d’éviter une sur-réaction du système 
immunitaire, délétère pour la santé du lama.  






Figure 21. Evaluation de l'efficacité de l'immunisation contre le phosphopeptide H2AX. 
A. Dot Blot anti phosphopeptides. Des quantités croissantes de BSA ou de phosphopeptides H2AX 
(pH2AX) avec ou sans carrier ont été déposées sur membrane. Le sérum du lama pré-immun ou 
immunisé est incubé avec ces membranes et la présence d’anticorps de lama retenus est détectée par 
des anticorps secondaires anti-lama. B. Des quantités croissantes de phosphopeptide H2AX (pH2AX), 
déphosphorylé ou non in vitro, ont été déposées sur membrane puis révélées par le sérum de lama 
immunisé (comme A). Le signal blanc obtenu sur les 3 derniers puits (en bas à droite) est le reflet d’un 
signal saturant trop intense (supérieur au puits en bas à gauche). C. Des cellules HeLa sont traitées ou 
non à l’etoposide (25µM, 1 h). Les extraits protéiques sont révélés par western blot avec le sérum du 
lama immunisé. Un contrôle de dépôt est réalisé avec un anticorps commercial anti-H2AX. 
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Afin de déterminer l’efficacité de l’immunisation, la présence d’anticorps anti-
phosphopeptide H2AX est évaluée par dot-blot (Figure 21 A). Différentes doses de 
peptides sont déposées sur membrane de nitrocellulose et incubées avec le sérum du 
lama avant ou après immunisation. La fixation d’anticorps de lama sur la membrane 
est révélée par un anticorps secondaire anti-lama. Avant l’immunisation, aucune 
réponse immunitaire contre le phosphopeptide H2AX ou le carrier n’est observée. 
Après immunisation, des anticorps contre le complexe carrier/phosphopeptide H2AX, 
mais également contre le phosphopeptide H2AX seul, sont détectables, signe que 
l’immunisation a été efficace. Par ailleurs, la contribution de Julien Vignard a permis de 
mieux analyser cette réponse immunitaire. En effet, le sérum immunisé montre une 
réponse plus forte contre le phosphopeptide H2AX que contre le peptide 
déphosphorylé (Figure 21 B). Le signal blanc (pour les doses 200 ng, 1 µg, 5 µg) est le 
reflet d’un signal très fort (saturant), et donc d’une réponse immunitaire importante 
contre le phosphopeptide H2AX. Afin de déterminer si les anticorps produits par le 
lama sont capables de reconnaitre spécifiquement la protéine sauvage ϒH2AX, le 
sérum immunisé est utilisé pour révéler la phosphorylation de la protéine endogène. 
Des cellules HeLa sont exposées ou non à 25 µM d’etoposide (1 h) et l’extrait 
protéique est analysé en western blot (Figure 21 C). Comme précédemment, le sérum 
immunisé est utilisé comme anticorps primaire et révélé par un anticorps secondaire 
anti-lama. Un signal positif est détecté pour les extraits issus de cellules traitées à 
l’etoposide (Figure 21 C). Par conséquent, l’immunisation du lama a bien provoqué une 
réponse immunitaire efficace contre le phosphopeptide H2AX obtenu par synthèse 
biochimique, mais également contre la cible ϒH2AX issue d’un contexte cellulaire. 
 
 Création d’une banque de VHH  4)
Afin de faire exprimer des VHH anti-γH2AX en cellule humaine, il est nécessaire 
d’obtenir les séquences codantes de ces VHH. Elles sont présentes dans les 
lymphocytes de lama immunisé, qui produisent les HCAb. Nous souhaitons donc 
obtenir un maximum de ces séquences, afin d’assurer la meilleure diversité, et les 
cloner pour créer une banque de séquences VHH. Ainsi, préserver cette diversité au 
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cours des étapes de création de la banque donne de meilleures chances d’isoler des 
séquences codant pour des VHH spécifiques de ϒH2AX. Tout au long de la création de 
la banque, il est primordial de conserver un maximum de séquences et d’éviter la 
perte de séquences VHH intéressantes. Par conséquent, chaque étape de la création 
de la banque a nécessité une mise au point fine afin d’obtenir le meilleur rendement 
possible. Nous nous sommes d’ailleurs inspiré protocole expérimental établi par A. 
Olichon (Olichon et al., 2012), qui a déjà construit des banques de nanobodies. Lors de 
ces mises au point (expliquées ci-après), nous avons également fait varier de 
nombreux facteurs que nous n’évoquerons plus dans les résultats : 
- pour les PCR : tests de tampons, d’enzymes polymérases, de températures de 
réaction (en particulier hybridation et élongation), de quantités d’amorces.  
- pour les digestions des produits de PCR : tests de temps d’incubation, tests de 
la quantité d’enzymes, de leur ratio et des tampons de digestion (en particulier pour 
les double-digestions enzymatiques). 
- pour l’étape de ligation : tests des températures et des temps d’incubation, de 
la quantité d’enzyme et du tampon de ligation. 
- pour l’étape de transformation : tests de bactéries électrocompétentes (après 
différentes méthodes de préparation), tests des modalités de transformation (par choc 
thermique ou par électroporation), tests de la quantité d’ADN ligué utilisée pour 
chaque électroporation.  
Dans les procédures expérimentales, seules sont détaillées les conditions ayant 
produit le meilleur rendement à chaque étape.  
 











Figure 22. Mise au point de l'extraction d'ARN totaux à partir de lymphocytes isolés. 
A. Représentation schématique de l’isolation des lymphocytes à partir du sang total. Les 500 mL de sang 
total prélevés après immunisation sont mélangés avec un gradient de polysucrose et centrifugés. Les 
différentes cellules du sang sont séparées selon leur densité et les lymphocytes se retrouvent dans un 
anneau blanc, qui est prélevé. Les lymphocytes sont lysés pour en extraire les ARN totaux. B. 
Détermination de la quantité optimale de lymphocytes pour obtenir le rendement optimal d’ARN par 
extraction. Des quantités croissantes de cellules NALM6 (lignée en culture) sont lysées et leurs ARN 
totaux sont extraits et quantifiés. C. Evaluation de la qualité de l’ARN extrait. Les ARN totaux extraits 
sont séparés sur gel d’agarose et le rapport d’intensité de la sous-unité 28S / sous-unité 18S est 
quantifié. 
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 Extraction des ARN totaux 
Les séquences codant pour les VHH sont obtenues à partir des ARN messagers 
(ARNm) contenus dans les lymphocytes du lama, prélevés après immunisation. Par 
conséquent, au terme de l’immunisation, environ 5.108 lymphocytes ont été isolés à 
partir de 500mL de sang du lama, grâce à un gradient de polysucrose (Figure 22 A). De 
ces lymphocytes isolés sont extraits les ARN totaux (comprenant les ARNm codant 
pour les VHH). Afin d’obtenir la meilleure qualité possible d’ARN totaux lors de cette 
extraction, nous avons choisi d’utiliser un kit d’extraction d’ARN (RNeasy, Qiagen). La 
quantité d’ARN extraits par réaction du kit étant limitée, j’ai réalisé des tests à partir 
d’une lignée lymphocytaire (NALM6) pour déterminer les conditions permettant à la 
fois une bonne conservation des ARN lors de l’extraction, mais également le maximum 
de cellules dont on pouvait extraire l’ARN par réaction d’extraction sur minicolonne. 
Il est impossible d’extraire en une fois les ARN totaux d’un nombre de cellules 
trop élevé, mais un nombre trop faible de cellules par réaction ferait utiliser trop de 
réactions. Ainsi, différentes quantités de cellules NALM6 par réaction ont été utilisées 
pour estimer le nombre optimal de cellules par réaction (Figure 22 B) et évaluer les 
limites des minicolonnes en termes d’extraction d’ARN. On observe qu’au-delà de 10 
millions de cellules NALM6 par réaction, la quantité d’ARN extraite n’est plus 
proportionnelle au nombre de cellules utilisées et que la membrane fixant les acides 
nucléiques est saturée. Afin de nous situer en dessous de ce seuil de saturation, nous 
avons utilisé 6 millions de cellules par réaction, condition pour laquelle la quantité 
d’ARN totaux extraite est proportionnelle au nombre de cellules utilisées (Figure 22 B).  
La dégradation des sous-unités ribosomales 28S et 18S est un témoin de l’état 
général de l’ARN extrait ; on peut estimer la quantité relative de ces deux sous-unités 
en faisant migrer les ARN totaux en gel d’agarose. Si l’extraction est correcte, on 
obtient environ deux fois plus de sous-unité 28S que de sous-unité 18S. En revanche, 
dans le cas d’une mauvaise extraction, la sous-unité 18S se dégrade plus rapidement 
que la 28S et le rapport de quantité 28S/18S devient très supérieur à 2. Les ARN totaux 
extraits des NALM6 possèdent un rapport 28S/18S d’environ 1,98 (Figure 22 C). 
L’extraction d’ARN est donc optimale pour les lymphocytes du lama. Dans ces 
_______________________________________________________________________





Figure 23. Création de la banque de VHH. 
A. Les ARN totaux extraits des lymphocytes sont rétro-transcrits en ADNc. La PCR-1 est effectuée sur ces 
ADNc pour amplifier les VH et VHH. Le produit d’amplification de la PCR-1 est de 900 pb s’il s’agit de la 
séquence VH, et de 600 pb s’il s’agit de la séquence VHH. B. Les deux produits d’amplification sont 
séparés sur gel d’agarose, et la bande de 600 pb correspondant à la séquence du VHH est purifiée sur 
gel. C et D. Effectuées sur la PCR-1 purifiée sur gel, les PCR nichées 2 et 3 amplifient les VHH et 
permettent l’insertion des sites de restriction PstI et NotI, nécessaires au clonage. E. Digestion des 
produits de PCR-3 par PstI et NotI. F. Ligation des séquences VHH digérées en vecteur phagemide 
pHEN4. G. Electroporation des produits de ligation VHH/pHEN4 en bactéries TG1. Obtention d’une 
banque bactérienne de séquences VHH.  
Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
144 
 
conditions, 83 extractions ont été nécessaires pour obtenir la totalité des ARN des 
lymphocytes purifiés du lama, soit environ 450 µg d’ARN. 
 
 Retro-transcription des ARN en ADNc et amplification (PCR-1) 
Afin d’obtenir les ADNc, les ARN sont rétro-transcrits par random priming en 
ADNc. Cette rétro-transcription est suivie de la PCR-1, qui a pour but d’amplifier les 
séquences spécifiques aux immunoglobulines. Il n’est pas idéal d’amplifier directement 
les séquences codant pour les VHH par RT-PCR, au risque d’amplifier également les 
séquences codant pour les VH des anticorps classiques (Figure 23 A). En effet, les 
séquences Framework Region (FR) flanquant les séquences CDR étant très similaires 
entre VH et VHH, il est impossible de créer des amorces s’hybridant spécifiquement 
avec les séquences FR du VHH uniquement. Cette PCR conduirait à des produits 
d’amplification de VH et de VHH de taille identique et donc non distinguables. Or, seuls 
les VHH sont utilisables en tant que nanobodies. 
Afin de séparer les ADNc des VH et des VHH, les amorces de la PCR-1 ciblent des 
régions conservées des HCAb et des anticorps classiques, dont la région CH2 et la 
séquence leader. Les VHH étant caractérisés par l’absence du domaine CH1 suite à un 
épissage alternatif, les produits d’amplifications de PCR-1 des VH et VHH sont de tailles 
différentes : les VH donnent des produits d’amplification d’environ 900 pb tandis que 
les VHH génèrent un produit d’environ 600 pb, ce qui permet de les isoler et de les 
purifier après migration sur un gel d’agarose (Figure 23 B).  
Toujours dans un souci de préserver la diversité de la future banque, une très 
faible quantité d’ARN totaux est utilisée pour optimiser la réaction de PCR-1. Pour cela, 
nous avons d’abord fait varier la quantité d’ARN par réaction de rétro-transcription 
(0,1 µg, 0,5 µg, 1 µg, 1,5 µg ou 2 µg). Mais également, nous avons utilisé différents 
volume de produit de rétro-transcription (ADNc) comme matrice pour la PCR-1 (0,5 µL, 
2,5 µL ou 20 µL). Afin de déterminer les meilleures conditions, nous comparons les 
intensités des bandes correspondant aux produits de PCR-1, en particulier la bande 
correspondant au VHH (Figure 24). 





Figure 24. Mise au point de la PCR-1. 
A. Schéma de la rétro-transcription des ARN totaux et de la PCR-1. B. Des quantités croissantes d’ARN 
totaux sont utilisées pour la rétro-transcription (RT) en ADNc. B. Différents volumes de ces produits de 
rétro-transcription sont utilisés en PCR-1 afin de déterminer les conditions fournissant le meilleur 
rendement d’ADN. B. Les produits de PCR-1 sont séparés sur gel d’agarose. Les produits correspondant à 
l’amplification des séquences VH (900 pb) et VHH (600 pb) sont indiqués par des flèches. M : marqueur 
de poids moléculaires. C. Quantification de l’intensité des bandes VHH en fonction des conditions. La 
colonne encadrée de rouge représente les conditions optimales choisies pour amplifier toutes les 
séquences par PCR-1. 
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 Nous observons qu’un volume trop faible d’ADNc (<0,5µL) ne produit pas de 
bandes aspécifiques et des bandes VH et VHH de trop faible intensité (Figure 24 B et C, 
colonnes de gauche du gel et partie bleue du graphe). Amplifier par PCR-1 les produits 
ADNc dans ces conditions demanderait donc trop de réactions pour un rendement 
trop faible. En revanche, un trop grand volume d’ADNc (>20µL) conduit à l’apparition 
de bandes non spécifiques (Figure 24 B et C, colonnes de droites du gel et partie jaune 
du graph). De plus, alors que le volume d’ADNc est 8 fois plus important que la 
condition utilisant 2,5µL d’ADNc, l’intensité de la bande VHH n’est multipliée en 
moyenne que par ≈1,4 (colonnes jaunes). L’augmentation n’est donc pas 
proportionnelle, suggérant que réaliser la PCR-1 dans ces conditions conduirait à des 
pertes de séquences. Pour ces deux raisons, cette condition a également été écartée. 
 Enfin, la condition utilisant 2,5µL d’ADNc (Figure 24, colonnes centrales et 
partie du graphe en vert) génère des produits VHH sans bandes parasites et d’une 
intensité supérieure à la condition <0,5µL d’ADNc. La quantité optimale d’ARN à 
utiliser dans cette condition semble être 1µg (colonne verte encadrée de rouge), car 
au-delà (pour 1,5 ou 2µg d’ARN), l’intensité de la bande VHH augmente peu. Nous 
estimons donc que la condition « 1µg d’ARN et 2,5µL d’ADNc » est la plus efficace pour 
rétro-transcrire les ARN en ADNc et amplifier les VH et VHH lors de la PCR-1. 
Parce que le nombre de réactions de rétro-transcriptions est limité, et au cas où 
la rétro-transcription de tous les ARN serait un échec, nous avons conservé 75% des 
ARN totaux que nous n’avons pas rétro-transcrit. Ce choix divise par 4 la diversité de la 
banque, mais il s’agit d’un risque mesuré puisque nous supposons que dans le lama, 
chaque lymphocyte stimulé par les boosts s’est multiplié et est représenté plus de 4 
fois. Par conséquent, environ 112 réactions ont été nécessaires pour rétro-transcrire 
les 112,5µg d’ARN (25% du total), soit 896 réactions de PCR-1 et de purifications sur 
gel pour amplifier toutes les séquences codantes des VH et VHH à partir de ces ADNc.  
 Toutes les réactions sont faites dans des mix séparés : en effet, au cas où l’une 
des séquences s’amplifierait plus rapidement que les autres (de par sa taille ou sa 
composition en nucléotides), celle-ci pourrait rapidement devenir majoritaire en 
quelques cycles de PCR-1, ce qui serait dramatique. Par ailleurs, le nombre de cycles de 
PCR est limité à 22 pour éviter ce problème et, également, de ne pas perdre les 






Figure 25. Mise au point de la PCR-2. 
A. Schéma de la purification des produits de PCR-1 et amplification par PCR-2. Les produits de PCR-1 
sont séparés sur gel et la bande à 600 pb (correspondant à la séquence des VHH) est purifiée sur gel. Cet 
ADN purifié est amplifié par PCR-2. B. Différents volumes de PCR-1 sont utilisés comme matrice pour la 
PCR-2. Les produits de PCR-2 sont séparés en gel d’agarose pour évaluer l’efficacité de la PCR-2. C. 
L’intensité des bandes à 500pb est quantifiée. La colonne encadrée de rouge représente les conditions  
optimales choisies pour amplifier toutes les séquences par PCR-2.  
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séquences copiées plus lentement lors des étapes de PCR (pour des raisons diverses 
telles que la présence de séquences de nucléotides répétés par exemple, de structures 
secondaires du produit de PCR…). 
 
 Obtention des séquences codantes de VHH (PCR-2 et 3) 
Afin d’obtenir les séquences codantes des VHH, l’intégralité des 896 produits de 
PCR-1 sont séparés sur gel d’agarose, et les bandes correspondant aux VHH (600 pb) 
sont purifiées (Figure 25 B). On estime que lors des 22 cycles de PCR-1, les séquences 
VHH ont été amplifiées largement plus de 10 fois, nous permettant d’utiliser 
uniquement 20% des produits de purification pour la suite sans risquer d’affecter la 
diversité de la banque. Le surplus de purification de PCR-1 est conservé en cas d’échec 
ultérieur. 
Ces séquences codantes de VHH sont ensuite amplifiées par 2 PCR nichées, qui 
ont pour but d’amplifier légèrement les VHH, tout en maintenant leur diversité, et 
d’insérer les sites de restriction nécessaires au clonage de la banque (PCR-2 et PCR-3 ; 
Figure 23 C et 23 D).   
 La PCR-2 utilise des amorces s’hybridant dans les régions constantes des 
Framework Regions (FR) au cours de seulement 8 cycles, pour obtenir une 
amplification relative des séquences de VHH. Ce nombre de cycles réduit a pour but de 
limiter la suramplification de certains clones au détriment d’autres (Figure 25 C). Là 
encore, différents volumes de PCR-1 sont testés afin d’avoir le meilleur produit 
d’amplification en PCR-2. On observe qu’au-delà de 4,5µL de produit PCR-1, la réaction 
est saturée, n’amplifiant plus de façon proportionnelle les séquences VHH. Nous 
appliquons donc, pour la PCR2, une condition utilisant 4,5µL de PCR-1. Pour les mêmes 
raisons que précédemment, les réactions sont effectuées dans des mix séparés, ce qui 









Figure 26. Mise au point de la PCR-3. 
A. Schéma de l’amplification des produits de PCR-2 par la PCR-3. B. Différents volumes de PCR-2 sont 
utilisés comme matrice pour la PCR-3. Les produits de PCR-3 sont séparés en gel d’agarose. C. L’intensité 
des bandes à 500pb est quantifiée. La colonne encadrée de rouge représente les conditions optimales 
choisies pour amplifier toutes les séquences par PCR-3. 
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 Enfin, la PCR-2 est elle-même utilisée comme matrice pour la PCR-3. La PCR-3 est 
nécessaire pour inclure les sites de restrictions requis pour le clonage des séquences 
des ANDc de VHH en plasmide (Figure 26 A). Pour cela, des amorces s’hybridant de 
part et d’autre du produit de PCR-2 (au niveau des régions FR1 et FR4) sont utilisées. 
Elles contiennent chacune un site de clivage pour les enzymes de restriction PstI ou 
NotI.  
 Toujours en suivant la même stratégie et pour préserver la diversité de la future 
banque, différents volumes de produits de PCR-2 sont testés. Le but est encore 
d’obtenir un produit d’amplification par PCR-3 optimal, sans pour autant multiplier 
inutilement le nombre de réactions de PCR-3 (Figure 26 B).  
Après quantification des produits d’amplification par PCR-3 sur gel dans les 
différentes conditions, on observe qu’au-delà de 20 µL de PCR-2 comme matrice, 
l’amplification ne produit pas de bande plus intense. En effet, la quantité d’amplificats 
produits par la réaction semble atteindre un plateau (Figure 26 C).  
La condition retenue pour la PCR-3 est donc 20 µL de PCR-2 comme matrice 
(colonne encadrée de rouge). La totalité des produits de PCR-2 est donc amplifiée par 











Figure 27. Mise au point de la ligation des ADNc VHH en phagemide pHEN4. 
A. Représentation schématique de la ligation après digestion PstI/NotI des inserts en phagemide. B. 
Différents ratio de quantités d’insert VHH : plasmide pHEN4 sont testés pour la ligation. Les produits de 
ligations sont électroporés en bactéries compétentes et l’efficacité de clonage est estimée. L’efficacité 
de clonage est donnée par le rapport entre le nombre de clones bactériens transformés par le produit 
de ligation et le nombre de clones bactériens transformés par la même quantité de plasmide non digéré. 
La colonne encadrée de rouge représente les conditions optimale choisies pour clones les séquences 







Figure 28. Totalité des boites de Petri utilisées pour la banque de VHH. 
96 boites de Petri ont été utilisées pour étaler tous les clones bactériens électroporés par les séquences 
VHH clonées en pHEN4.  
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 Clonage des ADNc de VHH en plasmide : création de la banque  b.
Une fois les séquences d’ADNc de VHH amplifiées grâce aux PCR nichées, celles-
ci sont purifiées, digérées, puis clonées en phagemide pHEN4 (don d’A. 
Olichon,(Monegal et al., 2011)) grâce aux sites de restriction insérés lors de la PCR-3. 
La ligation des inserts VHH est une étape critique de la création de la banque, car une 
ligation peu efficace conduirait à une diminution importante de la diversité de cette 
banque. Cette étape a donc subit une optimisation importante, notamment pour 
certains paramètres, comme le ratio insert : plasmide. Un échantillon des séquences 
VHH amplifiées est digéré par les enzymes PstI et NotI. Ce produit de digestion est 
utilisé pour tester la ligation en pHEN4 avec différents ratios ADNc VHH : pHEN4. Ces 
produits de ligation sont électroporés en bactéries électrocompétentes. L’efficacité de 
clonage est estimée en comparant le nombre de clones bactériens transformés par les 
produits de ligation et le nombre de clones bactériens transformés par la même 
quantité de plasmide pHEN4 non digéré (Figure 27). On observe que le ratio 1 : 5 est le 
plus intéressant, car il génère le plus de transformants pour la même quantité 
d’inserts. 
Par conséquent, la totalité des séquences ADNc de VHH est clonée en pHEN4 dans 
les conditions 1 : 5. Les produits de ligation sont purifiés puis électroporés en bactéries 
électrocompétentes. La quantité d’ADN pouvant être électroporée étant restreinte 
(environ 100 ng dans 1 µL maximum), 213 électroporations successives ont été 
nécessaires pour transformer tous les plasmides ligués dans les bactéries, ces 
électroporations ayant été étalées sur 96 boites de Petri 23 x 23 cm (Figure 28). 
Le lendemain, la totalité des clones bactériens transformants est collectée et 
congelée. Parallèlement, le nombre total de clones issus des électroporations, 
reflétant la diversité estimée totale de la banque, est évalué. On estime que la banque 
de VHH est constituée d’environ 6,22.107 clones 
Afin d’estimer si les conditions d’établissement de la banque n’ont pas favorisé 
l’amplification de certains clones au détriment du reste de la banque, 40 clones sont 
pris au hasard pour être séquencés (Figure 29). L’alignement de séquences des 40 
clones nous permet de valider la banque par plusieurs aspects :  




Figure 29. Alignement d’ADNc de 40 VHH de la banque. 
40 clones bactériens de la banque ont été pris au hasard et l’insert VHH de chaque clone est séquencé. 
Marques classiques : VQLQ : séquence caractéristique du début de la région FR1. F Y E R G : résidus 
classiques de la région FR2, rendant la région plus hydrophile. VKGRFTI : Marque classique de la FR3 des 
Immunoglobulines G. EDTA : Séquence consensus de FR3, précédant la boucle CDR3. LVTVSS et 
QVTVSS : séquences terminales des VHH. 
  
                    FR1_______________________CDR1_________FR2              CDR2       2FR3_______________             
CLONE A9     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQGSAGVWGRMGRLGAL...CTLRAASGRTFS..SYFMGWFRQVPGKEREFVAGLHW..NGRNTYNAASVQGRFTVSRDNA.KNT 
Clone B2     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGFTFD..DYAIGWFRQAPGKEREGISCSNN..NEGTAFTRAADEARFSISSDRA.KKM 
Clone D7     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGSLFS..GKTVGWYRQAPGKQREWVGLIT...IGGHTNYAYSLRGRFTSPQRSR.... 
Clone D3     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGRTSS..IYATGWFRQAPGKEREFVAAISW..VIGNPQYADSVKGRFTISRDNA.KNT 
Clone C6     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..DSLRLSC...AASGRTFSDTNYAMGWFRQAPGSAREFVAAISS..NGGNSDTSGSVKGRFIISRGNA.KNT 
Clone D10    1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGGAFI..VNTMGWYRQAPGKQRELVASITN..AG.TSNYASSVEGR............ 
Clone B10    1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQPG..GSLRLSC...SASERTFS..TYAIHWFRQAPGKEREFVSVTSR..SGAMTNYSNSVKGRFTISKGDA.KNT 
CLONE A4     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGSVQAG..GSLRLSC...VASGRNIY..GYAMAWFRQGLGKERALVTAISR..NGGNTLYADSVKGRFTISRDNA.KST 
Clone D6     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGWVQPG..GSLRLSC...TASERTFG..A...GWFRQAPGKEREFVARITW..SGGATHYTDSVKGRFTMSRDNT.KKS 
Clone D9     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLAC...TASGRTFR..NYVMAWFRQVPGRERSFVAVISR..GGDITNYRDSAKGRFAISRDNA.KNT 
CLONE A3     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...VASGRTFS..RYAIGWFRLAPGKEPTIVGSIDW..SGTKASYADSVKGRFTISRDDH.KNT 
Clone C1     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGRTSS..PYAMAWFRQAPGKDREFVSNINW..GGTSTYYADSVKGRFTISRDDH.KNT 
Clone B6     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGSIFS..INAMGWYRQRPGKQREWVASIF...NGGHTNYADSVKGRFTISRDDH.KNT 
Clone C3     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGSIFS..INAMGWYRQRPGKQREWVASIF...PGGHTNYADSVKGRFTISRDDH.KNT 
Clone C5     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGSIFS..INAMGWYRQRPGKQREWVASIF...GGGHTNYADSVKGRFTISRDDH.KNT 
Clone C7     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASRSIIS..INTMGWYRQTPGKPRGLVASISS..DG.TTNYADSAKGRFTISTDNT.KNT 
Clone C10    1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASRSIIS..INTMGWYRQTPGKPRGLVASISS..DG.TTNYADSAKGRFTISTDNT.KNT 
Clone C2     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGTIYS..INTMGWYRQTPGKQRELVASMPSVTNVGGTNYADFVKGRFTISRDNV.KRT 
Clone C8     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGTIYS..INTMGWYRQAPGKQRELVATIPSVASVGGTDYADSVKGRFTISRDNA.KRT 
Clone D4     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGRTFR..RYATGWFRQAPGKEREFVAGVSA..NGDSTNVIDSVEGRFTISRDNA.KNT 
CLONE A1     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGVNIR..LNRGGWFRQAPGKEREFVATIDW..SG.RTYYADSVKGRFTISRDNP.KNT 
CLONE A6     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGSVQAG..DSLKLSCVASVASGRTFT..KYAVGWFRQAPGKEREFVAKISR..FGQEKDVVDSVKGRFTISRDNA.KNS 
Clone D8     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQPG..GSLRLSC...AASGRTFS..DYSMGWFRQAPGKEREFVSAVSR..IGGNSYYADSVKGRFTVSRDNA.KNT 
Clone B3     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLAQAG..GSLSLSC...AASGLTFS..SYAMTWVRQAPGKGLEWVSDIYR...GGGTNYADSVKGRCTISRDNA.KNT 
CLONE A8     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQPG..GSLSLSC...AASGFTFS..SAWMYWVRQAPGKGLEWVSSINH..YGGSTYYSASVKGRFTVSRDNA.KNT 
Clone B8     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...VASGGFFS..AYVMGWFRQVPGKEREFVTGINR..SGQTTYYADPVKGRFTISRDNA.KKT 
Clone B1     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGPTVS..SDAMGWFRQAPGKERDFVGAIRW..SG.ATYYSDSVKGRFTISRDNA.NKS 
Clone C9     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..DSLRLSC...VASGDTSS..TYVMGWFRQAPGTEREFVAAISW..NGRTTNVAGTVQGRVTISRDNA.KNT 
Clone B9     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLAQAG..GSLRLAC...AASGFAFD..GYAIGWFRQAPGKEREGVSVVST..SDGRTYYADSVKGRFTISSDNA.KNT 
Clone B7     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...ATSGRTGG..TYGRGWFRQPPGKEREFVAAINW..SGPHVYSGDSVKGRITISRDNADRNT 
CLONE A10    1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASERTFS..TYAMGWFRQAPGKEREFVAAISR..SGGSAYYADSMKGRFTISRDNA.KSA 
Clone D2     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...VVSGGTPS..VYVMGWFRQAPGKEREFVAAIAW..RALSTYYADSVQGRFTISKDYA.KNT 
CLONE A5     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASG.SFS..TYAMGWFRQAPGREREFVAGITR..SGGGTFYADSVKGRFTISRDNA.KNT 
Clone D1     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGRTFN..INAMAWYRQAPGNERELVATVGM..NGG.TNYADSVKGRFTISRDGA.KNT 
Clone D5     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..DSLRLSC...AASGRTLD..TRAMAWFRQAAAKEREFVAAISW..VIGDTYYADSVKGRFTISRDNA.KNT 
Clone B4     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...VASGRTLY..TYAMGWFRQVPGKEREFLAAITW..TVGSTYYADSVKGRFTISRDNA.KNT 
CLONE A7     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGLPFS..TYCMGWFRQAPGKEREFVASINF..SGSRTFHVASVKGRFTISRDNA.KNT 
CLONE A2     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGRTFS..SLGMAWCRQAPGKERELVAAISR..IGKTPYYADSVKGRFTISGDNA.KTT 
Clone C4     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..GSLRLSC...AASGRTFG..SYDMGWFRQAPGKEREFVADINW..SSDIIRYADSVKGRFTISKDNA.KNM 
Clone B5     1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQASGGGLVQAG..DSLRLSC...LVSGRTFG..S.NMGWFRQAPGKEREFVAFINR..SGSDTRYADSVKGRFTISRDNA.KNT 
    
        
               FR3_________________CDR3____________________FR4_________ 
CLONE A9    99 VYLQMIRLKPEDTAVYYCAADGDLYGSMWYERPGSKGEY....DYWGQGTLVTVSS 
Clone B2   101 VYLQINDLKPEDTAVYYCVADPLYWLAPYCSPRDGW.......DHWGQGTQVTVSS 
Clone D7    97 ...........................................TRGGPGTLVTVSS 
Clone D3   101 LYLQMNSLKPDDTGVYYCAKPMMTIVDYVWGQ...........GYWGQGTLVTVSS 
Clone C6   103 VFLEMNALTPEDTAVYYCAAKNTHYITATYSSGNSY.......NYWGQGTLVTVSS 
Clone D10   89 ......SPSPETIPRTRCVCK........WTSNNFPREY....HYWGQGTQVTVSS 
Clone B10  101 VDLQMSSLRPEDTAVYYCAL..KTSSGSFLQAGNH........DYWGQGTLVTVSS 
CLONE A4   101 MYLEMNNLRSDDTAVYYCAGTYTEYPSAYISAESRY.......DYWGQGTQVTVSS 
Clone D6    98 VFLQMNTLKPEDTAVYFCVAKTDGL....WCAAYDN.......GYWGQGTQVTVSS 
Clone D9   101 LYLHMNSLKPEDTAVYYCAN......SNLWAA...........DTWGQGTQVTVSS 
CLONE A3   101 VYLQMNSLAPEDTANYYCNGVPPALVGGR..............AYWAQGTQVTVSS 
Clone C1   101 VYLQMNSLAPEDTANYYCNGVPPALVGGR..............AYWAQGTLVTVSS 
Clone B6   100 VYLQMNSLAPEDTANYYCNGVPPALVGGR..............AYWAQGTQVTVSS 
Clone C3   100 VYLQMNSLAPEDTANYYCNGVPPALVGGR..............AYWAQGTLVTVSS 
Clone C5   100 VYLQMNSLAPEDTANYYCNGVPPALVGGR..............AYWAQGTLVTVSS 
Clone C7   100 VYLQMNNLEPEDAAVYYCNAKQRSGSGTWY.............VDWGQGTQVTVSS 
Clone C1   100 VYLQMNNLEPEDAAVYYCNAKQRSGSGTWY.............VDWGQGTLVTVSS 
Clone C2   103 VYLQMDSLKPEDTAVYYCYLRNVRVLGKDET............DYWGQGTQVTVSS 
Clone C8   103 VYLQMNSLKPEDTAVYYCYLRNVRYLGISET............DYWGQGTLVTVSS 
Clone D4   101 VYLQMSSLKPEDMAVYNCAASTRPY.CTDYGRLLFI.DYMSGSGSWGQGTQVTVSS 
CLONE A1   100 LYLQMNDLKPEDTAIYYCAI..RQA...FWTLNDPR.GY....SVWGQGTQVTVSS 
CLONE A6   104 VYLQMNSLKPEDTAVYYCAA..DSQ.GWRTGIFGREHEY....DYWGQGTLVTVSS 
Clone D8   101 IDLQMDSPKPEDTAVYYCAAALKGRYGSYWHATSRY.EH....SYWGQGTLVTVSS 
Clone B3   100 LYLQMNSLKPEDTANYYCAA..RTS....WTLSDSLREW....QYWGQGTQVTVSS 
CLONE A8   101 LYLQMNSLKPDDTAVYYCARGGQ....................VSWGQGTQVTVSS 
Clone B8   101 VWLQMNNLEPEDTAVYYCAA..SSVWTYDNMAYRMS.EV....LGWGQGTQVTVSS 
Clone B1   100 VFLQMNNLEPEDTAVYYCAA..KLNMGTDWT......TY....AYRGQGTQVTVSS 
Clone C9   101 MYLQMNRLKPGDTAVYYCAA..RH.....WTSNNFPREY....HYWGQGTQVTVSS 
Clone B9   101 VYLQMNSLKPEDTAVYYCA...RHSSGYWSGTP..........TRGGPGTLVTVSS 
Clone B7   102 VYLQMNSLKPEDTAVYFCAY..KRD.TTYRPNYYLS.GY....DYWGQGTQVTVSS 
CLONE A10  101 LYLQINSLKPEDTAVYYCAARYDTGVAHTAEFYYAM.......NLWGKGTLVTVSS 
Clone D2   101 VYLQMNSLKPEDTAVYYCAS..RS....SWGPR.DY.DY....DYWGQGTQVTVSS 
CLONE A5   100 LYLQMISLKFEDTAVYYCAAKLQTFSSPYYSASDY........AYWGQGTQVTVSS 
Clone D1   100 LYLQMASLKAEDTAIYYCAA..NAH.G.TWPER.QS.SY....AYWGQGTQVTVSS 
Clone D5   101 MYLQMNSLKPEDTAIYYCAA..PGN.G.VTATPLSS.SY....AFWGQGTQVTVSS 
Clone B4   101 GYLQMNNLNPEDTAVYYCAAGVSTRPSDF..............RSWGQGTQVTVSS 
CLONE A7   101 VSLQMNSLKPEDTALYYCAG......GPRWAATMDPRAY....DYWGQGTQVTVSS 
CLONE A2   101 VYLQMNSLKPEDTAVYYCYV..DH.....YPIYGPSGDY....AYWGQGTQVTVSS 
Clone C4   101 VYLQMNSLKPEDTADYYCAAK.RALITTLY.............NYWGQGTQVTVSS 
Clone B5   100 VYLQMNSLKPEDAAVYYCAA..DYG.SDWYSRNANS..Y....AYWGQGTLVTVSS 
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 - la recherche par Blast révèle que toutes les séquences clonées sont des VHH. En 
effet, les différents domaines caractéristiques des VHH (FR1, 2, 3, 4 et CDR1, 2, 3) sont 
retrouvés. Comme attendu, les boucles CDR, responsables de l’interaction avec 
l’antigène, présentent une variabilité importante (tant au niveau de la séquence en 
acides aminés que dans leur longueur). C’est particulièrement le cas de la boucle 
CDR3, la plus longue, qui est très importante pour la reconnaissance de certains 
épitopes (Wesolowski et al., 2009). On retrouve également dans la banque les 
substitutions caractéristiques des VHH dans la FR2 (importantes pour permettre 
l’interaction des VH avec les VL dans les anticorps classiques) : en effet, la Valine en 
position 37, Glycine 44, Leucine 45 et Tryptophane 47 (présents dans les VH) sont 
fréquemment remplacés par la Tyrosine en position 37, Acide glutamique 44, Arginine 
45 et Glycine 47 dans les VHH, ce qui rend la région globalement plus hydrophile. Ces 
substitutions améliorent significativement la solubilité des VHH (Davies et al., 1994), ce 
qui est un paramètre important si l’on souhaite utiliser ces VHH en intracellulaire.  
 Ainsi, la sélection et l’amplification spécifique des ADNc de VHH a été un succès. 
Néanmoins, alors que la plupart des VHH possèdent le motif caractéristique « KERE » 
dans la FR2, deux de ces séquences (A8 et B3) possèdent un motif KGLE, 
caractéristique des VH (Figure 29). Bien que la présence de ces VHH « VH-like » à 
hauteur de 5-10% soit un phénomène récurrent dans l’établissement de banques de 
VHH (Saerens et al., 2004, Harmsen et al., 2007), leur origine n’est pas clairement 
expliquée. Il pourrait s’agir d’artefacts inhérents à la purification des produits de PCR-1 
sur gel ayant conduit à la récupération de VH classiques, ou bien de VHH ayant des 
caractéristiques partagées avec les VH (Monegal et al., 2011). De manière surprenante, 
malgré la présence de motifs proche des VH, ces VH-like partagent la plupart des 
caractéristiques physico-chimiques des VHH classiques (solubilité, stabilité), et peuvent 
efficacement reconnaitre leur antigène cible (Tanha et al., 2002). 
 Aucune séquence n’est retrouvée en double parmi ces 40 séquences. Cela signifie 
que les conditions de PCR ont relativement bien conservé la diversité de la banque, et 
qu’aucun clone ne semble avoir été suramplifié pendant ces étapes. Si un clone a été 
effectivement suramplifié, on peut raisonnablement avancer qu’il n’excède pas 1/40e 
(2,5%) de la banque.  




Figure 30. Production de phages-VHH. 
Les bactéries de la banque de VHH sont infectées avec un phage helper. Lors de son entrée dans la 
bactérie, il libère son phagemide non réplicatif et produit les protéines nécessaires à la formation de 
nouveaux phages. Les phagemides de la banque produisent des protéines PIII fusionnées au VHH. Les 
phages nouvellement formés encapsident les phagemides de la banque et portent à leur surface les 
VHH fusionnés à la PIII et codés par les phagemides.  
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 Selection d’un nanobody anti-ϒH2AX  5)
Au sein de cette banque, il est maintenant nécessaire d’isoler les séquences 
codant pour des VHH reconnaissant spécifiquement la forme phosphorylée sur la 
serine 139 de ϒH2AX. Pour cela, nous profitons du fait que le plasmide utilisé, un 
phagemide, est idéal pour le phage-display. 
 
 Phage display : principe  a.
Le phage display est une technique in vitro permettant d’isoler des protéines 
avec une activité biologique sur la base d’une affinité, tels que les anticorps 
monoclonaux (Bradbury et al., 2004). Le plus souvent, les techniques de phage display 
emploient des vecteurs phagemides dans lesquels sont exprimés des fragments 
d’anticorps (dans notre cas, des VHH) fusionnés avec la protéine de surface III (capsid 
gene 3 product, g3p ou PIII). Grâce à l’infection de bactéries par un phage « helper », 
ces phagemides sont encapsidés dans des phages filamenteux portant à leur surface la 
protéine PIII fusionnée à l’anticorps. Ainsi, par sélection d’affinité de l’anticorps de 
surface, il est possible d’isoler les phagemides codant pour l’anticorps possédant la 
spécificité désirée. 
Dans notre problématique, nous souhaitons utiliser le phage display pour 
sélectionner les VHH spécifiques de ϒH2AX à partir de la banque. Comme expliqué 
précédemment, les VHH ont été clonés dans des phagemides pHEN4 (phagemide-
VHH), et peuvent donc s’exprimer fusionnés à PIII (VHH-PIII). Pour produire des phages 
portant à leur surface les VHH de la banque (phage-VHH), les bactéries de la banque 
sont infectées avec le bactériophage helper M13, contenant un phagemide non 
réplicatif mais codant pour toutes les protéines nécessaires à la formation de 
nouveaux phages. Après entrée du phage helper dans une bactérie de la banque, celui-
ci libère le phagemide helper permettant l’expression des protéines nécessaires à la 
formation d’un nouveau phage (Figure 30). En parallèle, le phagemide-VHH de la 
banque exprime le VHH-PIII. Par conséquent, lors de la phase d’assemblage du phage, 
celui-ci porte à sa surface des protéines VHH-PIII, et encapside le phagemide-VHH de la 

























Figure 31. Purification de ϒH2AX-CBD sur les billes de chitine. 
A. Représentation schématique de la fixation de la protéine de fusion ϒH2AX-CBD sur les billes de 
chitine. B. Des cellules HT1080 sauvages ou exprimant H2AX-CBD sont exposées ou non à la 
calichéamicine ϒ1 (1 nM, 1 h). Des billes de chitine sont incubées avec les extraits protéiques de ces 
cellules et sont analysées par western blot anti-ϒH2AX (vert) ou anti-H2AX (rouge). Input : extrait total. 
Billes : protéines retenues sur les billes de chitines. M : marqueur de poids moléculaire (kDa). C. 
Estimation de la qualité de la purification de H2AX-CBD sur billes de chitines. Des extraits protéiques de 
HT1080 exprimant H2AX-CBD ou H2AX
S139E
-CBD et traités ou non à la calichéamicine (1 nM, 1 h) sont 
incubés avec des billes de chitine et analysée par western blot (3 colonnes de gauche) anti ϒH2AX (vert) 
ou H2AX (rouge) ou analysé par coloration au bleu de Coomassie (6 colonnes de droite). Des quantités 
croissantes de BSA (50, 100 ou 200 ng) ont été séparées sur ce même gel afin d’établir une gamme. D. 
Des extraits protéiques de HT1080 exprimant H2AX-CBD traités ou non à l’etoposide (25 µM, 1 h) sont 
incubés avec des billes de chitine et analysée par western blot. Le sérum du lama immunisé est utilisé en 
tant qu’anticorps primaire et révélé par un anticorps secondaire anti-lama.  
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banque. Ainsi, en sélectionnant les nanobodies à la surface du phage pour leur 
capacité à lier ϒH2AX, il est possible d’obtenir immédiatement la séquence ADNc 
associée.  
 
 Phage display : stratégies b.
Les phages-VHH produits à partir de la banque sont sélectionnés pour leur 
affinité à lier ϒH2AX, grâce à une colonne de billes recouvertes de ϒH2AX. Les phages 
retenus sur les billes sont ensuite élués pour réinfecter une nouvelle culture 
bactérienne et ainsi former une « sous-banque », enrichie en séquences codantes de 
VHH anti-ϒH2AX.  
Pour sélectionner les phages-VHH sur bille, nous avons fait le choix d’utiliser 
comme antigène une protéine ϒH2AX endogène et non le phosphopeptide H2AX. En 
effet, étant donné que nous souhaitons obtenir un intrabody spécifique du ϒH2AX 
endogène, tel qu’il est retrouvé à l’intérieur de la cellule, nous avons choisi le ligand le 
plus proche possible de ce ϒH2AX endogène : une protéine de fusion ϒH2AX étiquetée. 
 
 1er tour de phage display   c.
 
 Préparation de ϒH2AX-Chitin Binding Domain sur billes de chitine 
Pour lier la protéine ϒH2AX à des billes, nous avons choisi de la fusionner en N-
terminal au domaine protéique CBD (Chitin Binding Domain) de 6kDa, qui présente une 
très forte affinité pour la chitine couplée aux billes (New England Biolabs, Figure 31 A). 
Cette protéine de fusion est exprimée stablement (voir les procédures expérimentales) 
en cellule humaine (HT1080). Afin d’induire la phosphorylation de H2AX sur la serine 
139, les cellules sont traitées par un agent radiomimétique produisant des CDB, la 
calichéamicine ϒ1. Au cas où la phosphorylation de ϒH2AX-CBD ne persisterait pas 
pendant le phage display (malgré l’utilisation d’inhibiteurs de phosphatases), nous 
avons également fait exprimer de façon stable une forme phosphomimétique de la 
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construction, où la serine 139 est remplacée par l’acide glutamique : H2AXS139E-CBD. 
Néanmoins, un acide aminé phospho-mimétique étant légèrement différent d’une 
phosphorylation endogène, cette construction ne sera utilisée que si le ϒH2AX-CBD 
endogène se révèle inadéquat (si la cellule ne phosphoryle pas H2AX-CBD par 
exemple).  
Pour contre-sélectionner des phages non spécifiques de la phosphorylation de 
ϒH2AX, nous avons également construit une forme non phosphorylable, où la serine 
139 est remplacée par une alanine : H2AXS139A-CBD. De manière surprenante, il a été 
impossible de faire exprimer la forme non phosphorylable en cellules humaine (lignée 
HeLa ou HT1080) : en effet, la construction a conduit à une mortalité massive des 
cellules, que ce soit après transfection ou après infection lentivirale. Les quelques 
clones survivant exprimaient une construction reconnue par l’anti ϒH2AX commercial, 
donc phosphorylable, probablement la conséquence d’une réversion (données non 
montrées).  
La quantité de protéines de fusion capturée sur billes est importante pour le 
phage display : en effet, suffisamment de protéines de fusion doivent être liées sur les 
billes pour que chaque phage-VHH de la banque, s’il est spécifique, ait une chance de 
se lier à ϒH2AX-CBD. Il faut donc plus de protéines liées sur les billes que de clones 
dans la banque. Afin de réduire au maximum les protéines contaminantes se liant non-
spécifiquement sur les billes de chitine -qui pourraient alors sélectionner des phages-
VHH non spécifiques-, seule la fraction chromatinienne (contenant majoritairement les 
histones) est extraite. L’extrait chromatinien est ensuite incubé avec les billes de 
chitine pour capturer ϒH2AX-CBD ou les formes mutées. Les billes sont alors soumises à 
des lavages répétés afin de mimer les conditions du phage display. La fixation et la 
phosphorylation de la construction sur les billes après ces lavages sont évaluées par 
western blot (Figure 31 B). On observe que la construction H2AX-CBD (26 kDa), est 
uniquement exprimée dans la lignée transfectée (Figure 31 B, colonnes 1 et 3) et 
qu’elle est phosphorylée en réponse aux CDB, comme le ϒH2AX endogène (Figure 31 B, 
colonne 5). Par ailleurs, la construction H2AX-CBD se fixe efficacement sur les billes de 
chitine et reste phosphorylée, même après les lavages multiples (Figure 31 B, colonne 
6). La quantité de protéines de fusion retenue est évaluée à 250 ng par condition, que 







 tour de sélection des phages-VHH anti ϒH2AX par phage display. 
A. Infection de la banque initiale avec des phages helper pour produire des phages-VHH. B. Incubation 
des phages avec des billes de chitines saturées à la BSA et recouverte de ϒH2AX-CBD. C. Essentiellement 
les phages portant un nanobody anti-ϒH2AX se lient à ϒH2AX et sont retenus sur les billes. D. Elution des 
phages retenus par clivage du site Tev situé entre le VHH et la PIII. E. Infection d’une nouvelle culture 
bactérienne avec les phages retenus lors du 1
er
 tour de phage display. F. Création de la sous-banque 1, 
enrichie en phage-VHH anti ϒH2AX. 
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ce soit pour H2AXS139E-CBD ou ϒH2AX-CBD (Figure 31 C), soit 10 ng de protéine de 
fusion par µL de billes. Pour une même quantité de protéines de fusion liées sur les 
billes, H2AXS139E-CBD et ϒH2AX-CBD, la quantité de fluorescence émise par l’anticorps 
anti-ϒH2AX est équivalente (Figure 31 C, colonnes 2 et 3). Etant donné que pour la 
forme phosphomimétique H139E, 100% des protéines de fusion liées sur les billes sont 
considérées comme phosphorylées, on peut considérer que 100% des protéines 
ϒH2AX-CBD sont phosphorylées sur les billes en réponse à 1nM de calichéamicine. 
Dans ces conditions, plus de 2,31.1014 molécules de H2AXS139E-CBD ou ϒH2AX-CBD / µL 
de billes sont utilisables pour le phage display, ce qui est amplement suffisant pour 
notre banque de 6,2.107 clones. Enfin, de manière intéressante, lorsque H2AX-CBD est 
phosphorylé en réponse à l’etoposide, il est efficacement reconnu par le sérum 
immunisé (Figure 31 D). Ce résultat présage une fixation efficace des anticorps du 
sérum à ces billes. 
 
 1ère sélection de phages-VHH anti ϒH2AX 
Le premier tour de sélection des phages-VHH a été effectué par Julien Vignard, 
dans l’équipe « Signalisation, GTPase Rho et cancer » (UMR 1037, Claudius Régaud). A 
partir de la banque, 1,7.1012 phages-VHH sont produits (Figure 32 A) et mis en contact 
avec les billes de chitine recouvertes de ϒH2AX-CBD, saturées à la BSA pour réduire la 
fixation non spécifique de phages (Figure 32 B). Les phages sélectionnés à l’issu de ce 
tour (Figure 32 C) sont élués par traitement à la trypsine qui, grâce à un site de clivage 
situé entre le VHH et la PIII, décroche les phages sans affecter leur infectivité (Figure 
32 D). Ces phages sont ensuite utilisés pour infecter (Figure 32 E) une culture 
bactérienne et former ainsi une « sous-banque » enrichie en clones anti-ϒH2AX (Figure 
32 F). Le nombre de clones de cette sous-banque est évalué à 4.107, soit 0,024% des 
phages de la banque initiale ayant été retenus sur les billes.  
Néanmoins, ce tour de sélection à lui seul ne permet pas de sélectionner 
uniquement des phages-VHH anti-ϒH2AX. En effet, la chitine, le Chitin Binding Domain, 
et la BSA pourraient tout aussi bien retenir des phages-VHH, qui ne seraient alors pas 
spécifiques de ϒH2AX. Pour éliminer ces phages contaminants et affiner la sélection, un 












Figure 33. Purification de ϒH2AX-strep-tag sur billes de strep-Tactin. 
A. Représentation schématique de la fixation de la protéine de fusion ϒH2AX-strep-tag sur les billes de 
strep-Tactin. B. Les cellules HT1080 exprimant la construction H2AX-strep-tag (HT1080 H2AX-strep-tag) 
ou non (HT1080 WT) sont traitées ou non à la calichéamicine (4 nM, 1 h). Les histones sont extraites et 
incubées avec des billes de strep-Tactin. La quantité de protéine H2AX-strep-tag liée aux billes est 
révélée par western blot (gauche) ou par coloration au bleu de Coomassie (droite). Rouge : Anticorps 
anti H2AX. Vert : anticorps anti ϒH2AX. 
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deuxième tour de phage display est effectué. Lors de ce 2e tour de phage-display, tous 
les composés ci-dessus sont changés (étiquette et système d’affinité, conditions de 
saturation des billes), afin que les phages contaminants potentiellement sélectionnés 
lors du premier tour ne soient pas retenus.  
 
 2ème tour de phage display d.
 
 Préparation de ϒH2AX-strep-tag sur billes de strep-Tactin 
Pour ce second tour de phage display, la liaison CBD-Chitine permettant la liaison 
de ϒH2AX sur les billes de chitine, est remplacée par la liaison strep-tag/strep-Tactin 
(Figure 33 A,(Lichty et al., 2005, Schmidt et al., 2007). Le strep-tag est un peptide 
composé de 8 acides aminés (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys) qui possède une forte 
affinité pour une streptavidine modifiée, la strep-Tactin. Des expériences préliminaires 
ont démontré qu’utiliser un seul strep-tag fusionné à H2AX résulte en une affinité trop 
faible pour les billes de strep-Tactin, la construction ne persistant pas sur les billes 
jusqu’à la fin des lavages du phage display (données non montrées). Ce résultat est 
surprenant étant donné l’affinité élevée décrite pour cette construction (Schmidt et 
al., 2007). Ainsi, pour augmenter l’affinité de la protéine de fusion avec la strep-Tactin, 
un double strep-tag est fusionné en N-terminal de H2AX pour former H2AX-strep-tag. 
Cette construction est exprimée stablement en cellule humaine HT1080 par infection 
lentivirale (réalisée par D. Jullien). Egalement, une forme phosphomimétique 
H2AXS139E-Strep-tag et une forme non-phosphorylable H2AXS139A-strep-tag ont été 
construites. Là encore, la construction H2AXS139A-strep-tag semble être létale, 
puisqu’aucun clone exprimant correctement cette protéine de fusion n’a pu être 
obtenu, quelle que soit la méthode (transfection ou infection lentivirale).  
 
Comme attendu, on observe que la protéine de fusion ϒH2AX-strep-tag se lie aux 
billes de strep-Tactin (Figure 33 B, colonnes 2, 3, 6 et 7) et qu’elle est correctement 
phosphorylée après induction de CDB par le traitement calichéamicine (Figure 33 B, 












































 tour de phage display pour la sélection de phages anti ϒH2AX. 
La sous-banque 2 est infectée par un phage helper pour produire de nouveaux phages-VHH. Ces phages 
sont sélectionnés selon deux stratégies complémentaires : A. La moitié des phages produits est incubée 
avec des billes de strep-Tactin saturées à la caséine et recouvertes de ϒH2AX-strep-tag. Les phages sont 
élués comme précédemment, et utilisés pour infecter une culture bactérienne et former la sous-banque 
2. B. L’autre moitié des phages produits est incubée avec des billes de chitine saturées à la caséine et 
recouvertes de ϒH2AX-CBD. Les phages sont élués comme précédemment, et utilisés pour infecter une 
culture bactérienne et former la sous-banque 3. 
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colonne 2). Cependant, malgré nos tentatives pour améliorer la purification, beaucoup 
de contaminants non spécifiques semblent se lier aux billes de strep-Tactin (Figure 33 
B, colonnes 5,6 et 7). De plus, l’utilisation de conditions plus stringentes conduit au 
décrochage de la construction ϒH2AX-strep-tag plutôt que des contaminants (données 
non montrées).  
 
 2ème sélection de phage-VHH anti-ϒH2AX 
Bien que le fait de changer d’étiquette (strep-tag au lieu de CBD) soit un 
avantage certain dans la sélection des VHH, les protéines contaminantes persistantes 
sur les billes de strep-Tactin pourraient mener à la sélection de phages-VHH non-
spécifiques de ϒH2AX, et finalement nuire à l’efficacité du 2
ème tour de phage display. 
Par conséquent il n’est pas souhaitable de compter uniquement sur cette stratégie et 
deux stratégies de sélection en parallèles ont donc été envisagées (Figure 34) : 
- une stratégie utilisant la construction ϒH2AX-CBD sur des billes de chitine (comme 
pour le premier tour), cette fois les billes étant saturées avec de la caséine au lieu de la 
BSA (A). Il est ainsi possible d’éliminer les clones spécifiques de la BSA potentiellement 
sélectionnés au premier tour, tout en ayant un antigène efficacement fixé sur les billes. 
Néanmoins, avec cette stratégie, des phages-VHH anti chitine ou CBD peuvent 
persister.  
- une deuxième stratégie utilisant la construction ϒH2AX-strep-tag sur billes de strep-
Tactin, saturées également à la caséine (Figure 34 B). Si la fixation de la construction 
n’est pas exempte de contaminations, cette stratégie devrait cependant permettre 
d’éliminer les phages-VHH anti-BSA, anti-chitine et anti-CBD.  
A partir de la sous-banque 1, 2.1011 phages-VHH sont produits : la moitié de ces 
phages est utilisée pour la stratégie de sélection par ϒH2AX-CBD saturé à la caséine 
(Figure 34 B), l’autre étant utilisée avec la stratégie mettant en œuvre ϒH2AX-strep-tag 
saturée à la caséine (Figure 34 A). Le déroulement du second tour de phage display est 
techniquement très similaire au premier, et la sélection aboutit à deux nouvelles sous-
banques (sélection effectuée par Julien Vignard) : 








Figure 35. Clones des sous banques issues du 2
nd
 tour de phage display. 
64 colonies bactériennes sont aléatoirement prélevées dans les sous-banques 1 et 2 et l’ADNc des VHH 
est séquencé. Représentativité de certaines séquences de VHH retrouvés en plusieurs exemplaires dans 
la sous-banque 2 (A) ou dans la sous-banque 3 (B). Clones uniques : clones dont la séquence n’est 
retrouvée qu’une seule fois lors du séquençage.  
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- la sous-banque 2 (issue de la stratégie ϒH2AX-strep-tag/caséine) composée 
d’environ 106 clones, soit 0,001 % du pool des phages produits par la sous-banque 1. 
- la sous-banque 3 (issue de la stratégie ϒH2AX-CBD/caséine) composée 
d’environ 107 clones, soit 0,01 % du pool des phages produits par la sous-banque 1. 
 
 Analyse des sous-banques 2 et 3 e.
A l’issu de l’établissement des sous-banques 2 et 3, 64 colonies bactériennes 
sont aléatoirement prélevées dans chacune de ces sous-banques et l’ADNc des VHH 
qu’elles possèdent est séquencé afin de caractériser la diversité obtenue dans ces 
sous-banques.  
 
De manière intéressante, on observe que dans la sous-banque 2, la même 
séquence VHH (S12) est retrouvée pour 34% des clones séquencés (Figure 35 A). Par 
ailleurs, deux autres clones (S2 et S9) sont aussi surreprésentés, puisqu’ils constituent 
chacun 3% des séquences de la sous-banque 2. Un seul clone est surreprésenté dans la 
sous-banque 3 (C24, Figure 35 B). Les clones surreprésentés ont été sélectionnés et 
amplifiés par les stratégies de phage display, très probablement grâce à leur affinité 
pour ϒH2AX : ils représentent donc les candidats les plus intéressants pour obtenir des 
intrabodies anti-ϒH2AX.  
Un phage display efficace nécessite un bon dosage de la pression de sélection :  
- Une pression trop forte (beaucoup de lavages, des lavages très stringeants, très 
peu d’antigène…) peut décrocher les phages-VHH ayant une affinité moyenne pour 
ϒH2AX mais intéressante, pour ne garder qu’un ou quelques clones avec une très forte 
affinité. Cet enrichissement trop important réduit considérablement le nombre de 
clones potentiellement intéressants à tester. 
- Au contraire, une pression de sélection trop faible (peu de lavages, des lavages 
peu stringeants, trop d’antigène…) ne permet pas de décrocher les phages-VHH non 
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spécifiques de ϒH2AX, résultant en un enrichissement trop faible et en l’accumulation 
d’un grand nombre de phages-VHH faiblement affins.  
Il y a plus de clones surreprésentés dans la sous-banque 2 que dans la sous-
banque 3, cela suggère que la stratégie ϒH2AX-strep-tag/strep-Tactin, malgré ses 
contaminants, a permis d’enrichir certains clones. La stratégie strep-tag/strep-Tactin 
semble exercer une pression de sélection plus forte que la stratégie ϒH2AX-
CBD/Chitine. Ceci peut s’expliquer par la plus grande quantité d’antigène ϒH2AX sur les 
billes de chitine d’une part, favorisant la sélection de plus de clones moins spécifiques. 
Et d’autre part, le tag CBD ayant été utilisé lors du premier tour et du second tour, des 
phages-VHH dirigés contre ce tag ont pu être sélectionnés et contaminer la sous-
banque 3. Cependant, les clones uniques obtenus sont également des candidats 
intéressants, il peut s’agir de VHH spécifiques de ϒH2AX, mais n’ayant pas été autant 
amplifiés que les clones surreprésentés. En conclusion, la présence de quelques clones 
surreprésentés et de clones uniques est le signe que la pression de sélection du phage 
display est équilibrée.  
 
 Crible d’un intrabody recruté aux CDB  6)
Il est important de déterminer si les VHH sélectionnés lors du phage display sont 
capables de reconnaitre ϒH2AX au sein même d’une cellule, et donc d’être relocalisés 
au niveau des sites de CDB. Denis Jullien a cloné en vecteur d’expression mammifère 
les ADNc des VHH sélectionnés pour les sous-banques 2 et 3. Les VHH sont fusionnés 
en C-Terminal à la protéine fluorescente rouge mCherry car, au niveau structural, 
l’extrémité C-terminale est située à l’opposé du site de reconnaissance de l’antigène 
(Figure 18,(Muyldermans et al., 2001). La fusion de la mCherry (28 Kda) en C-Ter ne 
devrait donc pas gêner la reconnaissance de l’antigène par le VHH. 
Cette construction VHH-mCherry permet de suivre les VHH en temps réel et dans 
les cellules vivantes, par vidéo-microscopie. La capacité du VHH-mCherry à être 
relocalisée au CDB est estimée par microirradiation localisée : une impulsion laser 
focalisée sur les noyaux des cellules, irradie localement l’ADN nucléaire et provoque 






Figure 36. Les fluobodies se relocalisent en temps réel aux CDB induites par microirradiation. 
A. Constructions utilisées pour cribler les VHH anti ϒH2AX. La fusion en C-Ter de la mCherry ne permet 
aucune relocalisation du nanobody aux CDB. Fluobody : VHH sélectionné dans la sous-banque 2 ou 3 
fusionné en N-Ter à la GFP, exprimé de façon concomitante à la construction 53BP1-mCherry servant de 
contrôle de formation de CDB. B. Imagerie en temps réel par fluorescence de la relocalisation d’un 
fluobody (vert) et de la construction 53BP1-mCherry (rouge) au dans la zone de microirradiation (cadre 
en pointillés). C. Intensité du signal GFP ou mCherry au site de microirradiation au cours du temps 
rapporté sur l’intensité du signal avant microirradiation.  
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plusieurs types de dommages selon le laser et la puissance, dont des pontages 
interbrins, des CSB (Kong et al., 2009), des endommagements de bases (Lan et al., 
2004) et des CDB (Lukas et al., 2003). Nous utilisons le laser 800nm Near Infrared 
Femtosecond qui est l’un des plus efficaces pour provoquer spécifiquement des CDB, 
sans pré-sensibilisation de l’ADN au BrdU (Kong et al., 2009, Botchway et al., 2010). 
Curieusement, aucun VHH fusionné avec la mCherry en C-Ter ne se relocalise aux 
CDB induites par microirradiation localisée (Figure 36 A). Afin de déterminer si ce 
résultat provient de la mCherry, nous avons changé de tag fluorescent, ainsi que sa 
position. Tous les VHH ont alors été fusionnés en N-Terminal avec la GFP (Figure 36 A). 
On observe alors une relocalisation de certains fluobodies au niveau de la zone de 
microirradiation en une minute (Figure 36 B et C). Les nanobodies, de par leur petite 
taille, sont intrinsèquement très mobiles dans le noyau, et sont capables de récupérer 
d’un photoblanchiement en environ 20 secondes (Rothbauer et al., 2006). Nous 
observons qu’une partie du signal GFP photoblanchi par l’irradiation est effectivement 
récupéré en moins de 30 secondes (Figure 36 B et C). En environ 1 minute, le fluobody 
s’accumule à la zone microirradiée. Afin de confirmer que l’irradiation laser a 
effectivement créé des CDB, la relocalisation d’un marqueur de CDB connu fusionné à 
la mCherry (53BP1-mCherry) est testée en parallèle. 53BP1 étant un marqueur plus 
tardif de CDB, il est spécifiquement relocalisé en 5 minutes au site irradié (Figure 36 B 
et C). De plus, l’accumulation de 53BP1-mCherry au site irradié coïncide avec la 
diminution du signal du fluobody.  
 
 Procédures expérimentales 7)
 
Immunisation du lama  
Le lama (nom : Dalaï) a été hébergé à l’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse 
(ENVT) et pris en charge par Hervé Cassard (Maître de conférence à l’ENVT). Il a été 
immunisé simultanément contre un phosphopeptide-H2AX (KKATQASQEY, 
phosphorylé sur la sérine) ainsi que contre 5 autres phosphopeptides (cibles 
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développées par le laboratoire). Pour chaque injection, un 
cocktail des 6 peptides contenant 100 µg de chaque peptide 
couplé au carrier KLH (peptides synthétisés par EUROGENTEC) 
est préchauffé à 40°C et mélangé extemporanément à un 
volume équivalent d’adjuvant de Freund complet ou 
incomplet (DIFCO) pour former une émulsion d’environ 2 mL. La procédure 
d’immunisation du Lama débute par une injection initiale du cocktail de peptides/KLH 
avec adjuvant de Freund complet, puis est suivie de 4 injections (rappels) de cocktails 
avec alternativement adjuvant de Freund incomplet ou complet. Chaque boost est 
espacé de 17 à 27 jours. 4 jours après le dernier boost, 500 mL de sang total sont 
prélevés pour créer la banque de VHH et pour évaluer l’efficacité d’immunisation par 
dot blot.  
 
Isolement des lymphocytes à partir du sang total de lama 
Les lymphocytes sont isolés à partir du sang total. Brièvement, les cellules 
sanguines sont séparées par centrifugation selon leur densité grâce à un gradient de 
polysucrose et sodium diatrizoate (kit Uni-SEP, Abcys). Les lymphocytes forment un 
anneau blanc visible qui est alors prélevé. La quantité de lymphocytes obtenue est 
estimée par comptage par cellule de Malassez.  
 
Extraction d’ARN totaux 
Pour l’extraction des ARN totaux de lymphocytes de lama, 6.106 cellules par 
minicolonne ont été utilisées (RNeasy, Qiagen). Pour les autres extractions, la quantité 
de cellules lysées est indiquée dans le texte. La quantité d’ARN extraite est évaluée par 
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Rétro-transcription des ARN en ADNc  
La Rétro-transcription des ARN des lymphocytes en ADNc est basée sur 
l’hybridation d’amorces aléatoires (random priming). Sauf indication contraire, 1µg 
d’ARN est utilisé par réaction (Superscript II First Strand synthesis, Invitrogen). 
 
PCR pour la création de la banque 
PCR-1 :  
Séquences des amorces de la PCR-1:  
Cal101: GTCCTGGCTGCTCTTCTACAAGG   
Cal102 : GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC 
 
PCR-2 :  
Séquences des amorces de la PCR-2:  
Vhhp1 : CCAGCCGGCCATGGCTGAKGTBCAGCTGGTGGAGTCTGG.  
Vhhp2 : GGACTAGTGCGGCCGCGTGAGGAGACGGTGACCWGGGT 
Mix PCR-1     Volume 
    Tp HF (High fidelity, Finnzyme) 5X 8 µL 
 
Température et temps Cycles 
Primer Cal101  (100µM)   1 µL 
 
94 °C : 5 min  1 
Primer Cal102  (100µM)   1 µL 
 
94°C : 1min  
22 dNTP (10 mM) 
 
  0,8 µL 
 
52°C : 1 min 30 sec  
Eau nuclease free     26,2 µL 
 
72°C : 1min 25sec  
ADNc issu de la RT   2,5 µL 
 
72°C : 10min  1 
Phusion (FinnZyme) (2U/µL) 0,5 µL 
 
4 °C  1 
 
Mix PCR-2     Volume 
    Tp HF (High fidelity, Finnzyme) 5X 8 µL 
 
Température et temps Cycles 
Primer Vhhp1  (100µM)   0,5 µL 
 
94 °C : 5 min  1 
Primer Vhhp2  (100µM)   0,5 µL 
 
94°C : 30 sec  
8 dNTP (10 mM) 
 
  0,8 µL 
 
52°C : 30 sec 
Eau nuclease free     25,2 µL 
 
72°C : 1min  
Produit de PCR1   4,5 µL 
 
72°C : 10min  1 
Phusion (FinnZyme) (2U/µL) 0,5 µL 
 
4 °C  1 
 
















Purification d’ADN  
La purification des bandes d’ADN a été effectuée sur gel (SV gel & PCR 
purification Wizard system, Promega). 
La purification de la totalité des produits des digestions PstI/NotI de la PCR3  et 
de la totalité des produits de ligation est effectuée par phénol/chloroforme. Un 
volume de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25 :24 :1) est ajouté par volume de 
préparation à purifier, le mélange est vortexé 30 secondes, puis centrifugé 10 min à 
4°C à 10 000g. La phase aqueuse contenant l’ADN est prélevée et l’ADN qu’elle 
contient est précipité par l’ajout d’1/10e de volume d’acétate de sodium 3M et de 2,5 
volume d’éthanol 100%. Le mélange est placé à -80°C pendant 30 min puis centrifugé 
30 min à 4°C à 10 000 g. Le culot est rincé à l’éthanol 70% puis séché et repris par 250 
µL d’eau ultrapure. 
 
Mix PCR-3     Volume 
 
Température et temps Cycles 
Tp HF (High fidelity, Finnzyme) 5X 8 µL 
 
94 °C : 5 min  1 
Primer Vhhp1  (100µM)   2 µL 
 
94°C 50 sec   
20 
Primer Vhhp2  (100µM)   2 µL 
 
Rampe jusqu'à 55°C à 0,3°C/sec 
dNTP (10 mM)   2 µL 
 
55°C :30 sec 
Eau nuclease free     4 µL 
 
Rampe jusqu'à 72°C à 0,5°C/sec 
Produit de PCR2   20 µL 
 
72°C : 1 min  
Phusion (FinnZyme) (2U/µL) 2 µL 
 
72°C : 10 min  1 
      
4°C     
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Digestion des produits de PCR-3 par PstI/NotI   
Incubation du mix de digestion 12h à 37°C. 
 
Ligation des inserts VHH digérés PstI/NotI en pHEN4 
Incubation 1h à 24°C, 12h à 16°C. 
 
Production de bactéries électrocompétentes et électroporation 
Une culture bactérienne de 250mL de bactéries TG1 (dont la densité optique à 
600 nm a atteint 0,5) est refroidie 1 h sur glace puis centrifugé 8 minutes à 3000 g. Le 
culot est resuspendu doucement par 250 mL d’Hepes 1mM pH7,4 et centrifugé 8 
minutes à 2800g. Le culot est resuspendu par 10 mL d’Hepes 1mM pH7,4 10% glycérol, 
puis centrifugé 6 minutes à 2800g. Le culot est resuspendu dans 625 µL d’Hepes pH7,4 
puis aliquoté par 50 µL. L’électrocompétence des cellules est évaluée à 1,6.109 
transformants/µg d’ADN par l’électroporation test d’un plasmide pUC19. 
1 µL de produit de ligation (contenant au maximum 20 ng de plasmide ligué) est 
incubé avec 50 µl de bactéries électrocompétentes. Le mélange est électroporé en 
cuve d’1 cm (voltage : 2500 V/cm) et resuspendu dans 1mL de milieu SOC (Glucose 
0,5%) préchauffé à 37°C et étalé sur gélose (23 x 23 cm) TYE agar 0,5% glucose + 
ampicilline à 37°C sur la nuit. 
Digestion PstI/NotI des inserts Volume 
PCR-3 purifiée  7920 µL 
PstI (Fermentas) 10U/µL 396 µL 
 NotI (Fermentas) 10U/µL 396 µL 
Tampon Fast Digest (Fermentas) 10X 1584 µL 
H2O distillée 1584 µL 
 
Réactifs pour ligation Volume (µL) 
Buffer T4 DNA ligase (Fermentas) 10X 1000 
47,5 µg de pHEN4 digéré PstI/NotI purifié 1583,3 
19,4 µg Insert VHH purifié 242,8 
T4 DNA Ligase (Fermentas) 5U/ul  400 
Eau distillée 6773,9 
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Phage display  
Le phage display a été effectué au sein de l’équipe « Signalisation, GTPase Rho et 
cancer » (UMR 1037, Claudius Régaud).  
Production des phages-VHH : 109 bactéries de la banque sont cultivées en milieu 
TY Ampicilline 100µg/mL 1% glucose jusqu’à obtenir 2,5.1010 bactéries. Cette culture 
est infectée par 1012 phages helper KM13 (résistants à la kanamycine) pendant 1h à 
37°C puis centrifugée 10 minutes à 800 g. Le culot bactérien est repris par du milieu TY 
Ampicilline 100µg/mL et Kanamycine 75µg/mL) et incubé 16h à 30°C sous agitation. 
Purification des phages : La culture est centrifugée 20 min à 5000 g. Les phages 
contenus dans le surnageant sont précipités grâce à 10mL de PBS, PEG-8000 20%, NaCl 
2,5 M dans la glace pendant 1h, puis sont centrifugés à 3000g 30 minutes. Les culots 
sont repris dans du PBS puis centrifugés à 5000g. La quantité de phages contenus dans 
le surnageant est évaluée par DO280 sachant que 1 DO280 = 3.10
10 phages/mL. 
Premier tour de phage display : 1,7x1012 phages (saturés par 5% de BSA) sont 
incubés avec les billes de chitines recouvertes de ϒH2AX-CBD (saturées par 5% BSA) 
dans 1mL de tampon de lavage (Tris HCl ph8 100 mM, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM, 
triton 0,05%) + 5% BSA pendant 3 heures à 4°C sous agitation. Les billes ayant retenu 
les phages sont lavées 8 fois par le tampon de lavage et deux fois avec le tampon de 
lavage sans triton. Les phages sont décrochés par 2 µg/mL de trypsine 30 minutes sous 
agitation. Le surnageant contenant les phages est utilisé pour infecter une culture de 
1,75.109 bactéries TG1, 1 heure sous agitation. Le mélange est étalé sur géloses TY 
agar, ampicilline 250 µg/mL, Glucose 0,5%, 16h à 30°C. Le nombre de colonies formées 
correspond au nombre de phages retenus sur les billes lors du tour. Pour former la 
sous-banque, les colonies sont grattées et resuspendues en milieu LB 50% glycérol 
pour stockage à -80°C.  
Second tour de phage display : Le protocole est identique pour les billes de 
chitine recouvertes par ϒH2AX-CBD, sauf que les phages sont lavés 18 fois au lieu de 8 
fois. Pour les billes de Strep-Tactin recouvertes de ϒH2AX-strep-tag (IBA), l’incubation 
avec les phages se fait dans un tampon de lavage (Tris HCl ph8 100 mM, NaCl 250 mM, 
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EDTA 1 mM) pendant 2 H à 4°C. Les phages sont lavés 18 fois avec le tampon de lavage 
(Tris HCl ph8 100 mM, NaCl 250 mM, EDTA 1 mM) au lieu de 8 fois. 
 
Culture cellulaire et transfection  
Les cellules HeLa et HT1080 (ATCC) ont été cultivées en Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM, Gibco) supplémentée en 10% de sérum bovin fœtal, 100 U/mL 
de Penicilline et 100 µg/mL de streptomycine à 37°C à 5% de CO2.  
Les transfections des constructions H2AX-CBD ou H2AX-strep-tag ont été 
effectuées par JetPEI (Polyplus transfection). Après transfection, les cellules ayant 
intégré stablement le plasmide, contenant une résistance à la généticine, sont 
sélectionnées pendant plusieurs semaines par traitement à la généticine (0,3 mg/mL).  
 
Extraction d’histones et fixation des protéines de fusion sur billes 
Fixation de H2AX-CBD sur billes de chitine (NEB) : Environ 2.106 cellules HT1080 
exprimant la construction H2AX-CBD sont traitées par 4 nM de calichéamicine. Les 
protéines sont extraites selon un protocole d’extraction saline d’histones décrit 
précédemment (Shechter et al., 2007). 80 µL de billes de chitine (New England Biolabs) 
en solution (0,5 µL de billes/µL de solution) sont préalablement lavées avec un tampon 
de lavage (Tris HCl ph8 100 mM, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM) et bloquées avec le 
tampon de lavage + BSA 5% (pour le premier tour de phage display) ou + β-caséine 
0,5% (pour le second tour de phage display), 40 minutes à 4°C sous agitation. Les billes 
sont lavées 2 fois avec le tampon de lavage puis incubées dans 400 µL d’extraits 
d’histones pendant 16h sous agitation à 4°C. Après incubation, les billes sont lavées 10 
fois avec le tampon de lavage 2 M NaCl puis incubées 1h30 à 4°C sous agitation dans 
1,5 mL de tampon de lavage 2 M NaCl.  
Fixation de ϒH2AX-strep-tag sur billes de Strep-Tactin (IBA) : Le protocole est 
identique, sauf que le tampon de lavage des billes est le suivant : Tris HCl ph8 100 mM, 
NaCl 250 mM, EDTA 1 mM. Le blocage 5% BSA est remplacé par un blocage 0,5% β-
caséine.  
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 Discussion / Perspectives 8)
 
 Le marquage ϒH2AX comme preuve de concept a.
La création d’un outil permettant de suivre l’apparition de CDB en temps réel et 
sur cellule vivante offrirait de nouvelles opportunités pour l’étude des CDB et pour 
décortiquer l’action de génotoxiques clastogènes. Pour cela, le choix du marqueur de 
CDB à suivre a été crucial. ϒH2AX est le « Gold standard » en terme de suivi de CDB, les 
foyers ϒH2AX se formant rapidement après la CDB et par le fait qu’une seule CDB 
puisse être détectée grâce à ce marqueur. Cependant, l’étude extensive de ce 
marqueur suggère qu’il pourrait parfois refléter d’autres types de lésions (Cleaver, 
2011), notamment en réponse au rayonnement UV qui ne génèrent pas directement 
des CDB mais plutôt des dimères de pyrimidines, ou aux agents pontants (Mitomycine-
C) qui induisent des pontages inter-ou intra-brin d’ADN. Le marquage ϒH2AX est alors 
différent du marquage en réponse aux CDB : les foyers peuvent radicalement varier 
dans leur taille au sein d’une même population, allant du petit foyer au marquage pan-
nucléaire fort (Limoli et al., 2002). Dans ce cas, la quantification des foyers dépend de 
critères subjectifs et est susceptible de varier entre les expériences et les 
expérimentateurs. Par ailleurs, l’intensité du signal, très variable, serait en partie 
dépendante des phases du cycle cellulaire, contrairement au signal obtenu après 
induction de CDB par irradiations (de Feraudy et al., 2010). Deux hypothèses ont été 
formulées pour expliquer ce marquage ϒH2AX surprenant, en réponse aux UV : 
 
 Le signal ϒH2AX ne marquerait pas que les CDB  
Lors de la réparation des dimères de pyrimidines par le NER, l’étape d’excision 
expose temporairement de l’ADN simple-brin, pouvant causer le recrutement de RPA-
ATRIP-ATR. H2AX pourrait donc être phosphorylé par ATR au niveau de ces lésions 
(Hanasoge et al., 2007).  
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 Le signal ϒH2AX marquerait des CDB indirectes  
D’une part, lors de la réparation des dimères de pyrimidines par le NER, une 
étape d’excision est nécessaire et provoque une cassure simple-brin. Si deux dimères 
de pyrimidines, proches et sur deux brins d’ADN complémentaires, sont réparés en 
même temps, cela conduit donc à la formation d’une CDB résultant des deux CSB. Par 
ailleurs, une étude a montré qu’une partie du signal ϒH2AX en réponse aux UVA serait 
due non seulement à des dommages oxydatifs en clusters (bases oxydées, CSB), mais 
également à leur réparation (Greinert et al., 2012). Dans ces cas, les foci ϒH2AX 
marqueraient donc des CDB indirectes induites par les UV. 
D’autre part, le rôle de la réplication a également été évoqué : des lésions 
bloquantes, comme les dimères de pyrimidines ou les pontages inter-brins bloquent 
les polymérases réplicatives classiques et conduisent à une phosphorylation de H2AX. 
L’idée que le marquage ϒH2AX est lié à un blocage de la fourche est renforcée par 
l’augmentation des foci ϒH2AX lorsque que la polymérase translésionelle pol η est 
déplétée (Limoli et al., 2002). Curieusement, cette phosphorylation ne dépendrait pas 
d’ATR (Cleaver, 2011), pourtant censé s’accumuler aux fourches de réplication 
bloquées, mais dépendrait plutôt d’ATM (de Feraudy et al., 2010). Cependant, il est 
très difficile de déterminer si ϒH2AX marque une fourche bloquée, ou une fourche 
effondrée ayant dégénéré en CDB (Cleaver, 2011). 
Enfin, des doses élevées de rayonnements UV conduisent à la mort par apoptose 
de la cellule, or H2AX est phosphorylé dans tout le noyau lors de la fragmentation de 
l’ADN par DFF40 (Rogakou et al., 2000), ceci expliquerait le marquage pan-nucléaire 
intense de ϒH2AX en réponse aux UV. Ce marquage ϒH2AX en réponse aux UV reste 
mystérieux et sujet à controverses, car il est difficile de déterminer si ce marquage 
témoigne de CDB indirectement produites par les UV, ou si ϒH2AX est phosphorylé en 
réponse à d’autres lésions. Cependant, pour conclure, dans l’immense majorité des 
cas, ϒH2AX en foci homogènes est considéré comme un marquage témoignant de la 
présence de CDB.  
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 Comparaison avec les biomarqueurs de CDB existants  b.
Reflétant le besoin actuel de pouvoir suivre en temps réel les dommages du 
génome, des outils recherchant à marquer l’apparition des CDB en temps réel ont vu 
récemment le jour.  
 
 Le système rapporteur ϒH2AX/MDC1-luc2 
Le premier est un système intéressant reposant sur la reconstitution d’une 
luciférase en réponse aux CDB (Li et al., 2011). Le gène H2AX et le domaine BRCT de 
MDC1 sont respectivement fusionnés aux fragments N- et C- terminaux de la luciférase 
de luciole. La stratégie est basée sur l’association connue entre ϒH2AX et MDC1 au 
niveau des sites de CDB, rapprochant entre elles les extrémités N-Ter et C-Ter de la 
luciférase et reconstituant une luciférase active. En réponse aux CDB, les cellules 
exprimant ce système produisent alors un signal lumineux proportionnel à la quantité 
de CDB, qu’il est possible de quantifier. Cette stratégie a été appliquée avec succès sur 
une lignée cellulaire, mais également in vivo sur modèle souris : il est ainsi possible de 
localiser avec précision les cellules touchées par une irradiation localisée. Si les lignées 
exprimant ce biomarqueur ne manifestent pas de sensibilité particulière aux agents 
produisant des CDB, on peut s’interroger sur l’innocuité d’une surexpression de 
protéines de fusion (dont la production de MDC1 tronquée) et d’une activité Luciférase 
aussi intense (pouvant générer un stress oxydant local). Les auteurs n’excluent pas la 
possibilité que ce système, en influant sur la réponse aux CDB, produise des faux 
positifs. Par ailleurs, il n’est pas fait mention de la formation de « foyers luciférases » 
visibles en microscopie : selon les informations fournies par l’article, ce système 
semble pouvoir produire un signal lumineux global au sein d’un tapis cellulaire (ou 
d’une partie d’un animal) plutôt que des foyers individuels. L’impossibilité d’analyser 
avec précision la forme du signal semble être directement à l’origine de certains 
résultats étranges : les auteurs ont ainsi observé qu’en réponse aux radiations, les 
cellules produisent deux vagues successives de signaux ϒH2AX-MDC1. La première 
vague reflèterait l’activation de la voie de réponse aux CDB alors que la deuxième 
pourrait correspondre en partie à l’activation de l’apoptose. Ce système est cependant 
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très intéressant, notamment pour ses applications in vivo, mais il nécessite plus de 
tests, notamment avec des sources de dommages variées, afin de s’assurer de la 
spécificité du signal ϒH2AX-MDC1 mesuré.   
 
 Radio-immunoconjugués anti-ϒH2AX 
Un inconvénient de l’immunofluorescence classique est de devoir fixer et 
perméabiliser des cellules pour permettre l’entrée des protéines massives que sont les 
anticorps. Afin de contourner ce problème et pouvoir utiliser les anticorps directement 
sur cellules vivantes, ceux-ci ont été conjugués à un peptide permettant leur entrée 
(Cornelissen et al., 2011). Ce peptide est composé de l’activateur de transcription (Tat) 
de l’HIV, qui a la propriété de pénétrer la membrane plasmique, et d’une NLS, 
permettant l’adressage de l’anticorps au noyau. Grâce à ce système, un anticorps anti-
ϒH2AX radiomarqué (
111In) ou fusionné à un fluorophore peut pénétrer dans les 
cellules vivantes et marquer les foyers ϒH2AX en réponse aux CDB. Ce système a 
l’avantage de pouvoir être utilisé sur cellules ou animal vivant pour visualiser, après 
irradiation, les foci ϒH2AX ou les organes subissant des CDB, sans avoir à modifier 
génétiquement les cellules ou animaux cibles. En revanche, ce système nécessite une 
production élevée d’anticorps, et une réaction de conjugaison optimisée, car chaque 
expérience consomme des quantités importantes d’anticorps. Contrairement à une 
lignée génétiquement modifiée, l’analyse des foci ϒH2AX est restreinte à une certaine 
fenêtre, puisque 30 minutes au moins sont nécessaires pour l’entrée de cet anticorps 
dans la cellule et que celui-ci persiste jusqu’à 4h. Chez l’animal, ce système souffre des 
inconvénients liés à la taille importante des anticorps classique et à leur hétérogénéité 
de diffusion au sein des tissus. Par ailleurs, les anticorps classiques interagissent 
souvent fortement avec leur cible, et on peut se demander les conséquences d’une 
telle interaction sur la réponse aux dommages. En inhibant la réponse aux dommages, 
l’immunoconjugué pourrait affecter la survie des cellules en réponse aux irradiations. 
Enfin, on peut s’interroger sur l’innocuité d’un isotope radioactif utilisé pour marquer 
les anticorps afin de suivre les CDB. En medecine nucléaire, cet isotope (111In, émettant 
un rayonnement gamma) est utilisé en routine pour marquer des leucocytes, 
lymphomes, cancers prostatiques, essentiellement grâce à des marqueurs 
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membranaire. L’impact sur l’ADN est donc considéré comme négligeable. En revanche, 
le radio-immunoconjugués anti-ϒH2AX est au contact même de l’ADN, on peut se 
demander : quel est l’impact d’un tel rayonnement sur l’ADN, lorsque l’anticorps est 
au plus près ? 
 
 Améliorer le GFP-VHH c.
À la lumière des tests de détection de CDB en temps réel préexistants, notre test 
apporte des avantages complémentaires. En effet, la construction GFP-VHH anti ϒH2AX 
sera exprimée constitutivement dans des lignées cellulaires, afin de ne pas limiter dans 
le temps l’étude des foyers ϒH2AX (l’étude aux temps précoces, après traitement, sera 
possible, ainsi que les temps longs, de l’ordre de la journée ou de la semaine s’il n’y a 
pas de phototoxicité liée à l’observation). Par ailleurs, seules les protéines endogènes 
sont observées, et il n’y a pas de surexpression de protéines de la voie de réponse aux 
CDB. Enfin, les nanobodies ayant des interactions très dynamiques avec leurs cibles, il y 
a de plus peu de risques de nuire à la réponse aux CDB, mais cela devra être vérifié. 
 
 Analyser le recrutement du nanobody face à d’autres sources de CDB 
Si les premiers résultats semblent encourageants, des étapes de validations 
supplémentaires sont nécessaires avant de pouvoir utiliser ce système. En effet, un 
recrutement très rapide du fluobody a pu être observé au niveau des zones de 
microirradiation. Ce type d’irradiation génère des CDB très localisées, mais également 
d’autres types de dommages, ce qui en fait un bon outil pour cribler les fluobodies 
potentiellement intéressants. Afin de tester la spécificité de ces fluobodies pour les 
CDB uniquement, l’utilisation d’un système ne créant que des CDB est nécessaire, par 
exemple via le système AsiS1-ER (Iacovoni et al., 2010). AsiS1 est une enzyme de 
restriction spécifique clivant entre 120 et 150 sites dans le génome humain. AsiS1 est 
exprimée fusionnée avec un domaine de liaison modifié au ligand du récepteur à 
l’œstrogène, qui se lie à l’hydroxytamoxifen (OHTam). En réponse à l’OHTam, la 
protéine de fusion est transloquée au noyau et induit des CDB à des sites spécifiques. 














Figure 37. Principe du DNA shuffling. 
Différentes séquences ADNc de VHH spécifiques de ϒH2AX sont digérées et soumises à une réaction PCR 
sans ajouter d’amorce. Les ADNc ayant des séquences homologues, des séquences d’ADN simple-brin 
dénaturées de différents ADNc peuvent alors s’hybrider entre elles et former de nouveaux ADNc après 
élongation. Une PCR finale amplifie uniquement les fragments pleine taille, qui ont plus de chances 
d’être fonctionnels (Adapté de(Joern, 2003). 
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Grâce à ce système, il serait donc possible d’induire spécifiquement un nombre fixe de 
CDB et suivre alors le recrutement des fluobodies aux foyers ϒH2AX, afin de valider 
notre modèle. 
Un paramètre qu’il sera important d’analyser dans notre système est la 
sensibilité aux CDB. Bien qu’aucune protéine endogène de la voie de réponse des CDB 
ne soit modifiée ou surexprimée, la fixation d’un VHH sur ϒH2AX, même transitoire, 
pourrait influencer la fixation des autres facteurs de la réponse aux CDB. Cela ne 
semble pas être le cas avec 53BP1, qui lors de son arrivée au site micro-irradié 
« chasse » le fluobody. Néanmoins, pour déterminer si l’expression du fluobody a un 
impact fonctionnel sur la réponse aux CDB, il sera crucial de comparer la survie aux 
CDB des cellules exprimant le fluobody à celles qui ne l’expriment pas.   
Afin de mieux caractériser notre outil, il faudrait confirmer l’interaction 
spécifique entre le nanobody et ϒH2AX. Pour cela, il serait utile de tester le 
recrutement du nanobody aux CDB dans une lignée de fibroblastes embryonnaires 
murins déficientes en H2AX et dans la lignée isogénique proficiente (Celeste et al., 
2003). Si le nanobody est spécifique de ϒH2AX, aucun recrutement ne devrait être 
observé en micro-irradiation dans la lignée H2AX KO. Il est également possible de 
confirmer cette interaction par pull-down en testant la capacité de ce nanobody 
(fusionné à un tag) à se fixer sur des billes couvertes par ϒH2AX ou H2AX.  
Une fois confirmée, cette interaction devra être quantifiée en la comparant à des 
ligands de ϒH2AX connus : anticorps commerciaux, MDC1… Ceci est possible par 
résonnance plasmonique de surface. De telles données pourraient être intéressantes, 
d’une part pour comprendre le comportement du fluobody à la CDB (recrutement 
transitoire) mais également pour utiliser ce VHH pour d’autres applications. En 
fonction des résultats des tests d’interaction, il pourrait être nécessaire d’augmenter 
ou réduire l’affinité du VHH pour ϒH2AX. Ceci est possible grâce au DNA 
shuffling (Joern, 2003), un type d’évolution moléculaire dirigée (Figure 37) permettant 
de recombiner entre elles plusieurs séquences (ici des VHH), afin d’obtenir de 
nouvelles séquences avec de nouvelles propriétés. Contrairement à la mutagénèse 
aléatoire, le DNA shuffling produit beaucoup plus de séquences fonctionnelles, ce qui 









Figure 38. Applications d'un nanobody anti-ϒH2AX 
A. Intrabody fluorescent marquant en temps réel les CDB de l’ADN en se fixant aux CDB (outil développé 
dans ma thèse). B. Intrabody se relocalisant à la CDB mais bloquant la réponse cellulaire au CDB. Effet 
radiosensible potentiel. C. Séquestration de protéines aux CDB grâce à des diabodies (deux nanobodies 
fusionnée ayant des cibles différentes) ou un intrabody fusionné à une autre protéine. D. Utilisation du 
nanobody-GFP pour révéler ϒH2AX en western blot. E. Nanobody fusionné à un tag bi-fonctionnel (mini-
SOG), utilisable en immunofluorescence classique et en microscopie électronique à transmission. F. Des 
billes magnétiques recouvertes de ce nanobody anti-ϒH2AX permettraient une immunoprécipitation 
rapide de ϒH2AX et de ses partenaires. G. Fusionné à la protéine F-box (slmb) et exprimé en souris, le 
nanobody peut induire la dégradation spécifique de H2AX lorsqu’il est phosphorylé, dans un organe 
précis ou dans un animal entier. H. Fusionné à un isotope radioactif ou un marqueur fluorescent, le 
nanobody injecté peut cibler les cellules/les régions, phosphorylant H2AX en réponse à un agent 
génotoxique. 
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en fait une technique très rentable. Cette stratégie a déjà été utilisée pour recombiner 
des VHH entre eux et obtenir des VHH plus thermostables (van der Linden et al., 2000).   
Il est également possible d’influer sur le recrutement du VHH-GFP à la CDB en 
reliant deux VHH (identiques ou différents) anti-ϒH2AX par un linker et ainsi former un 
diabody (Holliger et al., 2005). Un diabody formé de deux paratopes de VHH, aura une 
avidité probablement plus importante pour ϒH2AX, ce qui pourrait permettre de créer 
des diabodies recrutés plus longtemps sur la CDB, ou perturbant volontairement la 
réponse aux CDB. Cette lignée deviendrait alors un modèle intéressant pour étudier la 
sensibilité aux CDB. 
 
 Autres utilisations potentielles de Nanobodies anti-ϒH2AX d.
 
 Utilisation in cellulo en temps réel 
Si son utilisation en tant que marqueur de CDB et/ou sensibilisant la cellule aux 
CDB se révèle intéressante (Figure 38 A et B), un intrabody anti-ϒH2AX pourrait aussi 
être exprimé pour séquestrer certaines protéines aux foyers ϒH2AX. Si le VHH est 
fusionné à une protéine d’intérêt, ou à un autre VHH dirigé contre une protéine 
d’intérêt (modifiée post-traductionnellement ou non), il serait possible d’adresser 
spécifiquement à la CDB des protéines dans les conformations qui nous intéressent 
(Figure 38 C). Par exemple, il serait intéressant de forcer la séquestration de BRCA1 ou 
53BP1 au niveau de la lésion, afin de voir s’il est possible d’influer en temps réel sur les 
voies de réparation.  
 
 Utilisation in vitro 
L’utilisation princeps de ce nanobody anti-ϒH2AX est en tant que marqueur 
intracellulaire, mais il pourra aussi trouver des applications dans d’autres domaines de 
la biologie. En effet, les VHH peuvent être produits en bactérie (Pellis et al., 2012, 
Pollithy et al., 2011a), levure (Frenken et al., 2000, Harmsen et al., 2007) et cellules 
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humaines (Rothbauer et al., 2006), tout en gardant une bonne spécificité. Il est donc 
possible d’en produire des quantités importantes pour une utilisation en 
immunochimie. Comme les anticorps commerciaux classiques, le fluobody pourrait 
reconnaitre ϒH2AX transféré sur membrane ou en cellules fixées, et donc être utilisé en 
western blot, in cell western, immunomarquage (Figure 38 D et E)… De plus, le 
nanobody étant directement fusionné au fluorophore, son utilisation ne nécessiterait 
pas d’anticorps secondaire.  
Pouvoir fusionner le fluorophore de son choix au nanobody ouvre des possibilités 
intéressantes dans d’autres types de microscopie, comme la microscopie électronique 
à transmission (MET). La fixation forte requise pour la MET perturbe régulièrement la 
diffusibilité des anticorps et des particules d’or, rendant difficile le marquage de 
protéines intracellulaires. Le « MiniSOG » (Mini Single Oxygen Generator), est un tag 
de 106 acides aminés qui peut être exprimé fusionné à la protéine de son choix, 
comme la GFP (McIntosh et al., 2011). L’avantage majeur du MiniSOG est de pouvoir 
observer la même protéine en fluorescence et en microscopie électronique, sans avoir 
à perméabiliser la cellule fixée ni utiliser d’anticorps. S’il est actuellement utilisé pour 
traquer des protéines, le MiniSOG fusionné à un nanobody permettrait de traquer en 
MET des modifications post-traductionnelles, et dans notre cas les foyers ϒH2AX 
(Figure 38 E). 
Le GFP-nanotrap (Rothbauer et al., 2008) est un système capable de purifier des 
protéines fusionnées à la GFP, et ce, grâce à un nanobody ayant une forte affinité pour 
la GFP et fixé sur billes. Le même concept pourrait être appliqué pour nos nanobodies, 
et même amélioré. Au lieu de fixer le nanobody sur les billes après leur production, il 
est possible de le produire directement fusionné avec un complexe magnétique faisant 
office de bille : les « magnétobodies ». En effet, les bactéries de la souche 
Magnetospirillum gryphiswaldense possèdent des « magnétosomes », organites 
composés de cristaux de fer enveloppés d’une membrane de phospholipides et 
nécessaires à leur orientation sur le champ magnétique terrestre. En fusionnant un 
VHH à une protéine de cette membrane, il est possible d’obtenir en une purification 
des VHH fixés sur des magnétosomes (Pollithy et al., 2011a). Ces structures sont 
directement utilisables pour immunoprécipiter la protéine contre laquelle est dirigée 
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le VHH (Figure 38 F). Ainsi, un laboratoire pourrait produire une quantité quasi illimitée 
de magnétobodies directement à partir de la magnétobactérie productrice. 
 
 Traqueur in vivo 
A plus long terme, des applications en modèle souris sont envisageables. Ce 
nanobody anti-ϒH2AX, exprimé uniquement dans certains organes de souris ou dans 
l’animal entier, pourrait induire la dégradation de H2AX une fois phosphorylé en 
réponse aux CDB. Ceci est possible grâce au système deGradFP (Caussinus et al., 2011), 
décrit chez la drosophile. Brièvement, les complexes SKP1–CUL1–F-box protein ligase 
(SCFs) sont des enzymes catalysant l’ubiquitination de protéines afin d’induire leur 
dégradation. Elles contiennent différentes protéines F-box, permettant à SCF de se lier 
à des substrats spécifiques. Dans le système deGradFP, une protéine F-box (Slmb) est 
modifiée, et son domaine chargé de la reconnaissance du substrat est remplacé par un 
nanobody anti-GFP. Les protéines fusionnées à la GFP, exprimées dans ces cellules 
sont alors reconnues par le nanobody-slmb, ubiquitinées par le complexe SCF et 
adressées au protéasome pour être spécifiquement dégradées. Chez les drosophiles, 
H2AX est remplacé par H2AV, notre nanobody est donc inutilisable dans ce modèle. En 
revanche, la voie de dégradation par ubiquitination est très conservée de la mouche à 
l’humain, et le deGradFP fonctionne en cellules humaines (Caussinus et al., 2011). Par 
conséquent, on peut envisager d’adapter ce système en modèle souris (Figure 38 G) 
afin d’induire la dégradation de H2AX lorsqu’il est phosphorylé sur la sérine 139. Ce 
système (que l’on pourrait alors appeler « nanodegron ») représenterait une 
alternative au knock-out ou siRNA, qui déplètent toute la protéine H2AX et affecte 
alors toutes ses fonctions. Egalement, l’expression de H2AX non phosphorylable 
(S139A) en souris correspond très souvent à de la surexpression et peut donc biaiser 
les phénotypes produits. En revanche, le nanodegron ne changerait pas les taux 
basaux de H2AX et ne détruirait H2AX que lorsque celui-ci est phosphorylé sur la sérine 
139. Il serait intéressant de constater l’effet de cette déplétion sur la signalisation des 
CDB, la réparation, le devenir cellulaire, la sensibilité aux radiations et le 
développement de cancers au niveau d’un organe ou sur l’animal entier. 
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Le suivi de l’efficacité d’une irradiation localisée est une problématique importante en 
radiothérapie, c’est pourquoi injecter des immunoconjugués anti-ϒH2AX-tat pour 
évaluer la réponse aux radiations (Cornelissen et al., 2011) (évoqué dans le chapitre II. 
7) b.) constitue une stratégie innovante. Néanmoins, cet outil souffre des défauts 
pharmacologiques inhérents aux anticorps monoclonaux classiques. Les nanobodies 
injectés ont des caractéristiques pharmacologiques très prometteuses : ils bénéficient 
d’une bonne biodistribution, diffusent efficacement dans les tissus tumoraux tout en 
gardant une bonne spécificité pour leur cible (Cortez-Retamozo, 2004, Huang et al., 
2008). Par ailleurs, ils ne produisent pas intrinsèquement de réponse lymphocytaire B 
ou T, (ce qui évite d’avoir à les humaniser, contrairement aux anticorps monoclonaux 
de souris) et ont une demi-vie de quelques heures, ce qui réduit leur toxicité. Par 
conséquent, remplacer l’immunoconjugué anti-ϒH2AX par un nanobody anti-ϒH2AX 
fusionné à Tat pourrait être une amélioration sensible du procédé en termes de 
pharmacocinétique (Figure 38 H).   
  




Figure 39. Les effets de toxines bactériennes sur le métabolisme cellulaire. 
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III. Etude d’une génotoxine : CDT 
 
 Les toxines bactériennes 1)
Afin d’améliorer leur capacité à coloniser un organisme, les bactéries ont 
développé au cours de l’évolution des stratégies pour manipuler les fonctions des 
cellules hôtes pour leur propre bénéfice. Ces interactions hôtes-pathogènes passent 
notamment par l’expression de facteurs de virulences particuliers : les toxines 
bactériennes. Une fois sécrétées par les bactéries, ces toxines interfèrent avec des 
voies métaboliques diverses dans la cellule affectée, afin de promouvoir le 
développement de ces bactéries (Figure 39).  
 
 Les cyclomodulines a.
A l’instar de certains virus, une catégorie de toxines bactériennes est capable 
d’influer sur le cycle cellulaire des cellules hôtes : les cyclomodulines. L’infection par 
certaines bactéries, telles que Helicobacter pylori, Bartonella spp., Lwasonia 
intracellularis et Citrobacter rodentium, peuvent induire la prolifération des cellules 
eucaryotes. Dans le cas de H. pylori, ce serait même corrélé à l’apparition de cancers 
(Lax et al., 2002). Plusieurs toxines, comme la Pasteurella multocida toxin (PMT) 
(Rozengurt et al., 1990), le cytotoxic necrotizing factor (CNF) d’Escherichia coli (Laufs et 
al., 1999) et la dermonecrotic toxin (DNT) des espèces Bordetella (Horiguchi et al., 
1993), sont ainsi capables de stimuler la prolifération cellulaire. En revanche, d’autres 
toxines ont un effet opposé. Le Cycle-inhibiting factor (Cif,(Marches et al., 2003), la 
Colibactine (Nougayrede et al., 2006) et la Cytolethal Distending Toxin (CDT,(Cortes-
Bratti et al., 2001b) bloquent les cellules dans certaines phases du cycle. L’utilité de 
telles toxines pour les bactéries est plus évidente dans les zones ou les cellules se 
répliquent de manière continue, comme par exemple l’épithélium intestinal ou les 
cellules du système immunitaire. En effet, ralentir le renouvellement des cellules 
épithéliales fournirait aux bactéries un terrain de colonisation moins hostile. Par 
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ailleurs, l’effet des toxines inhibitrices du cycle influencerait l’expansion clonale des 
lymphocytes, conférant aux bactéries de meilleures chances d’échapper aux défenses 
de l’hôte.  
 
 Les génotoxines bactériennes b.
Parmi les cyclomodulines, la colibactine et CDT représentent une classe à part : 
contrairement à la plupart des toxines bactériennes qui ciblent les protéines des 
cellules hôtes, l’effet sur le cycle de CDT et colibactine passe par l’endommagement de 
l’ADN génomique (Elwell et al., 2000, Nougayrede et al., 2006) : ce sont des 
génotoxines bactériennes. 
La colibactine a été découverte récemment (Nougayrede et al., 2006), et son 
mécanisme génotoxique est encore mal connu. Si la colibactine n’a pas pu être purifiée 
à l’heure actuelle, l’îlot génomique nécessaire à sa production a été identifié : l’îlot pks. 
Il code notamment pour des non-ribosomal peptides mégasynthases et des polyketides 
megasynthases, constituants d’une machinerie de synthèse de composés hybrides 
peptide-polyketide. Ces hybrides sont retrouvés dans beaucoup de produits naturels et 
certains agents génotoxiques connus, tels la bléomycine. Les expériences de COMET 
neutres et d’analyses de la phosphorylation de ϒH2AX montrent que la colibactine 
provoque des cassures CDB in vivo et active la voie de réponse aux dommages à l’ADN 
dans les cellules humaines (Cuevas-Ramos et al., 2010). Par ailleurs, cette génotoxine 
serait capable d’induire une instabilité chromosomique, caractérisée par des 
polyploïdies. Cette toxine ne semble pas être sécrétée, puisque l’induction de 
dommages est dépendante du contact bactérie/cellule et que le surnageant seul ne 
produit aucun effet.  
 
 La Cytolethal Distending Toxin c.
La découverte de CDT est plus ancienne : elle a été observée chez des patients 
atteints de diarrhées par Escherichia coli, dans des surnageants d’isolats cliniques 






Figure 40. Structure 3D du complexe CDT. 
A. Représentation tridimensionnelle des chaînes polypeptidiques (en rubans) du complexe CDT, 
composé des deux sous-unités régulatrices cdtA (bleu) et cdtC (vert), et de la sous-unité catalytique cdtB 
(Rose). N : Extrémité N-Ter ; C : extrémité C-Ter. B. Représentation 3D de CDT avec une transparence 
partielle de surface de la protéine, tournée de 180° selon un axe vertical par rapport à A. On peut 
visualiser l’extrémité N-Ter de cdtC passant dans le site catalytique de cdtB (zone orangée). Adapté de 
Nesic et al. 2004. 
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(Johnson et al., 1988). L’expansion cytoplasmique et nucléaire progressive (Gelfanova 
et al., 1999) des cellules de mammifères au contact de ces surnageants a été attribuée 
à une toxine alors nommée Cytolethal Distending Toxin (CDT). Les gènes codant pour 
ce facteur de virulence, l’ilot cdt, furent identifiés d’abord chez E. coli (Scott et al., 
1994), puis chez d’autres souches bactériennes gram négatives telles Haemophilus 
ducreyi (Cope et al., 1997) et enfin chez des dizaines d’autres souches bactériennes 
d’intérêt cliniques (pour revue,(Jinadasa et al., 2011). Malgré des différences de 
séquences en acides aminés entre les différentes souches, CDT conserve la même 
activité biologique et la même structure : c’est une holotoxine composé de 3 sous-
unités (Figure 40 A), chacune indispensable, cdtA, cdtC (sous-unités régulatrices) et 
cdtB (sous-unité catalytique) (Nesic et al., 2004).  
 
 Fixation de CDT à la membrane plasmique 
CDT est considérée comme une toxine de type AB2, dont cdtA et cdtC 
constituent les sous-unités régulatrices : elles sont nécessaires à l’entrée de cdtB dans 
la cellule cible (Cortes-Bratti et al., 2000, Boesze-Battaglia et al., 2009, Carette et al., 
2011). En effet, prétraiter des cellules avec cdtA et cdtC inhibe l’activité cytotoxique du 
complexe CDT, mais pas de cdtB seul (Deng et al., 2003), signifiant que cdtA et C sont 
importants pour l’entrée cdtB, qui est lui-même indispensable pour l’activité de CDT. 
Les mécanismes et les protéines cellulaires impliquées dans l’entrée du complexe sont 
imparfaitement élucidés.  
CdtA, cdtB et cdtC possèdent une séquence signal de sécrétion, clivée par la 
peptidase II au cours de la production chez la bactérie. De plus, cdtA possède un motif 
consensus de liaison aux lipides (lipobox), caractéristique récurrente des lipoprotéines 
membranaires de bactéries, ce qui suggère que CDT est adressé à la membrane des 
bactéries (Mayer et al., 1999, Ueno et al., 2006) puis sécrété (Figure 41 A). Les données 
de biochimie structurales démontrent que cdtA et cdtC partagent un domaine 
commun : le ricin B lectin domain (Nesic et al., 2004). Ce domaine est connu pour 
interagir avec des molécules d’oligosaccharides (comme les fucoses) et est important 
pour l’entrée de cdtB dans la cellule (Figure 41 B,(Nesic et al., 2005). Par conséquent, 
























Figure 41. Modèle actuel : mécanisme d'intoxication par CDT. 
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on a longtemps soupçonné les résidus fucosylés de la membrane cellulaire d’être les 
récepteurs d’entrée de CDT. En effet, la liaison de cdtA et cdtC aux cellules est inhibée 
in vitro par compétition avec des lectines liant les résidus fucosylés (McSweeney et al., 
2005). Néanmoins, des travaux contradictoires minimisent l’influence du fucose dans 
l’entrée de CDT (Eshraghi et al., 2010) et proposent un mécanisme d’entrée plus 
complexe et multifactoriel, pouvant impliquer des glycolipides et le contenu en 
cholestérol de la membrane (Figure 41 B). En effet, d’une part CDT est capable de lier 
le cholestérol in vitro, et d’autre part, CDT est localisé aux microdomaines lipidiques en 
immunofluorescence (Eshraghi et al., 2010). Enfin, la diminution de la concentration en 
cholestérol contenu dans les microdomaines lipidiques membranaires inhibe 
l’intoxication par CDT (Boesze-Battaglia et al., 2009, Boesze-Battaglia et al., 2006). Plus 
récemment, un crible « perte de fonction », a démontré que la perte de la protéine 
transmembranaire couplée aux protéines G (TMEM181), rendrait les cellules 
insensibles à CDT (Carette et al., 2009). Il est intéressant de noter que TMEM181 est 
justement localisée au niveau des rafts lipidiques.  
 
 Entrée et trafic de CDT dans la cellule  
La fixation de CDT par cdtA et C à la membrane plasmique conduit à son 
internalisation dans des puits recouverts de clathrine (Figure 41 C), qui peut être 
inhibée par des substances perturbant la formation ces puits ou inhibant la voie 
endosomale (Cortes-Bratti et al., 2000, Guerra et al., 2005a). Le suivi en temps réel de 
cdtA, B ou C fluorescents décrit la séparation du complexe CDT lors de son entrée dans 
le cytoplasme, avec cdtA restant à la membrane plasmique alors que cdtC et cdtB 
pénètrent dans le cytoplasme (Damek-Poprawa et al., 2012). CdtB est ensuite 
transporté au Golgi par une voie rétrograde (Figure 41 D,(Cortes-Bratti et al., 2000, 
Guerra et al., 2005b), puis au réticulum endoplasmique (Figure 41 E), pour être 
finalement transloqué au noyau (Figure 41 F,(Damek-Poprawa et al., 2012). Entre 2 et 
4 heures sont nécessaires au transport nucléaire de cdtB depuis son internalisation 
(Damek-Poprawa et al., 2012, Nishikubo et al., 2003, McSweeney et al., 2004), alors 
que cdtC persiste uniquement dans le cytoplasme. La séparation des deux sous-unités 
est cohérente avec les données biochimiques : effectivement, la structure 3D de CDT 
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montre une interaction entre les 13 acides aminés N-Terminaux de cdtC et le site 
catalytique de cdtB (nécessaire à l’activité cytotoxique), suggérant une fonction auto-
inhibitrice de cdtC (Figure 40 B,(Nesic et al., 2004). Cette observation est confirmée par 
une baisse de l’activité catalytique de cdtB in vitro lorsque celui-ci est couplé à cdtC 
et/ou cdtA (Cao et al., 2005).  
Habituellement, les souches produisant CDT expriment les 3 sous-unités. 
Pourtant, Salmonella enterica serovar Typhi est une exception car elle n’exprime que 
cdtB, et aucun gène codant pour cdtA et C n’a pu être identifié dans cette souche 
(Haghjoo, 2004). Au cours de son infection, cette bactérie est internalisée dans une 
vacuole, et exprime cdtB couplé aux protéines PltA et PltB (Pertussis-like toxins) 
directement à l’interieur de la cellule cible (Spanò et al., 2008). Les données suggèrent 
que PltA et PltB permettraient à ctdB de sortir de la vacuole afin d’atteindre le noyau.  
 
 Translocation nucléaire de CDT 
Bien que les protéines inférieures à 40 kDa (comme cdtB, ≈ 30 kDa) puissent 
diffuser librement à travers le pore nucléaire (Stewart et al., 2001), la concentration 
d’une protéine au noyau nécessite un système de transport actif. La localisation de 
cdtB au noyau serait dépendante de séquences NLS non-consensus (Nuclear 
Localization Signal), mais des travaux contradictoires étudiant la relocalisation 
nucléaire de cdtB-GFP sont en désaccord quant au nombre et à la position de ces 
séquences : le premier travail, effectué sur un cdtB produit par Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (AacdtB, précédemment appelé Actinobacillus 
actinomycetemcomitans), montre que la séquence minimale 48-124 en N-Ter est 
nécessaire et suffisante pour l’import de AacdtB au noyau, et ce de manière active 
(dépendante d’ATP) (Nishikubo et al., 2003). Nonobstant, d’autres travaux sur cdtB 
d’E. coli démontrent la nécessité de posséder deux séquences NLS-like fonctionnelles 
situées en C-Ter (respectivement aux positions 195-210 (NLS1) et 253-268 (NLS2)) 
(McSweeney et al., 2004). Les deux NLS sont nécessaires pour la cytotoxicité lors de 
l’exposition au complexe CDT complet, puisque la délétion de la NLS1 provoque une 
localisation périnucléaire (réticulum endoplasmique) et cytoplasmique de cdtBΔNLS1-
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GFP et la délétion de NLS2 une localisation cytoplasmique. Si l’électroporation dans le 
cytoplasme de cdtBΔNLS1 seul ne produit aucun effet cytotoxique, l’électroporation de 
cdtBΔNLS2 est cytotoxique. Par conséquent, cdtBΔNLS2 conserve sa capacité à 
atteindre le noyau une fois introduit dans le cytoplasme. Pris conjointement, ces 
résultats proposent un rôle typique des NLS pour la NLS1, qui serait donc chargée de 
transloquer cdtB du réticulum endoplasmique au noyau. La NLS2 en revanche, serait 
plutôt impliquée dans le trafic intracellulaire précoce de cdtB (McSweeney et al., 
2004). 
 
 Activité génotoxique de cdtB, modèle actuel 
La présence de cdtB au noyau ainsi que l’activité catalytique de cette sous-unité 
sont essentielles à la génotoxicité et la mort induite par CDT. Selon le modèle actuel, 
cdtB provoquerait des CDB directes dans l’ADN génomique (Figure 41 G). En effet, le 
domaine catalytique de cdtB est très conservé au sein des différents CDT, et est 
structurellement homologue à la DNAse I humaine (Elwell et al., 2000, Lara-Tejero et 
al., 2000). Des études biochimiques ont confirmé qu’il est possible d’inhiber cette 
activité par des mutations dans des résidus du site catalytique partagés avec la DNase I 
(Elwell et al., 2000, Lara-Tejero et al., 2000). Ces données ont permis de classer cdtB 
dans la famille des phospho-estérases dépendantes de Mg2+.  
In vitro, cdtB seul est capable de digérer un plasmide circulaire en forme relaxée 
ou linéarisée (Elwell et al., 2000, Li et al., 2002, Elwell et al., 2001, Mao et al., 2002). 
Cependant, cette réaction nécessite des quantités élevées de cdtB (1 à 20 µg) ou des 
durées d’incubation importantes (de 5 à 12h), peut-être à cause de cofacteurs ou de 
conditions inadéquats. En effet, l’activité in vitro de cdtB n’excède pas 0,01% de celle 
de la DNase I (Shenker et al., 2006).  
In cellulo, des expériences d’électrophorèses en champ pulsé montrent qu’après 
environ 8 h d’incubation avec 20 µg/mL de CDT, des CDB sont détectables en cellules 
humaines (Frisan et al., 2003). Suite aux CDB produites par CDT, la voie de réponse aux 
dommages dépendante d’ATM se met en place (Cortes-Bratti et al., 2001b) : il y a 
formation de foyers RAD50 (Hassane et al., 2003), γH2AX et MRE11 (Li et al., 2002) en 
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cellules humaines. Puis les phosphorylations de CHK2 (Alaoui-El-Azher et al., 2010, 
Alby et al., 2001), p53 et CDC25 (Cortes-Bratti et al., 2001b) conduisent à l’activation 
du checkpoint et l’arrêt du cycle cellulaire en G1/S et/ou G2/M (Figure 41).  
L’arrêt au checkpoint G1/S et G2/M semble être dépendant du statut p53 : les 
lignées primaires dont p53 est fonctionnel, sont bloquées en G1/S et en G2/M après 
exposition à CDT, tandis que la plupart des lignées cancéreuses établies, déficientes 
pour p53, s’arrêtent exclusivement en G2/M (Ce point est discuté dans le chapitre III. 5 
b. Pour revue,(Jinadasa et al., 2011, Cortes-Bratti et al., 2001a).  
 
 CDT et mort cellulaire 
Comme expliqué dans le chapitre I. 3) b., l’activation persistante des checkpoints 
et de p53 peut conduire à l’apoptose. Si la mort cellulaire en réponse à CDT est 
dépendante de l’activation de la réponse aux CDB (Alaoui-El-Azher et al., 2010, Cortes-
Bratti et al., 2001b), le type de mort est largement dépendant du fond génétique du 
type cellulaire utilisé. Pourtant, les observations de l’activation de la réponse aux CDB 
et de la fragmentation nucléaire dans des lignées p53 +/+ ou p53 déficientes montrent 
que l’apoptose est un évènement consécutif à l’exposition de cdtB, mais qui peut être 
médié par des voies dépendantes ou indépendantes de p53 (Cortes-Bratti et al., 
2001b, Frisan et al., 2003, Liyanage et al., 2010, Ohara et al., 2004). Par analogie avec 
les agents génotoxiques classiques, la littérature prédit une sensibilité accrue des 
cellules p53 +/+ à CDT, car plus promptes à activer l’apoptose (Gudkov et al., 2003).  
Pourtant, d’autres facteurs semblent dicter la sensibilité : en effet, les cellules de 
la lignée hématopoïétique (lymphocytes, monocytes, macrophages et cellules 
dendritiques) présentent non seulement une sensibilité très supérieure à CDT, mais 
subissent également une apoptose rapide après un court arrêt dans le cycle et sans 
montrer de distension (Belibasakis et al., 2004, Cortes-Bratti et al., 2001b, Shenker et 
al., 2001, Shenker et al., 2006). À cause de leur sensibilité accrue, les lymphocytes ont 
souvent été proposés comme l’une des cibles principales de CDT, on suppose que leur 
modulation par CDT favoriserait la colonisation de la bactérie sécrétrice. Cependant, 
l’origine de l’hypersensibilité de ces cellules demeure inconnue à l’heure actuelle. Elle 
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pourrait être liée à des variations dans la composition de la membrane, le trafic 
intracellulaire ou l’efficacité de la réponse aux CDB.  
 
 L’instabilité génétique induite par CDT  
A l’instar des agents génotoxiques classiques, les cellules humaines (normales ou 
cancéreuses) qui survivent à l’exposition de CDT présentent les caractéristiques des 
cellules sénescentes (détectables après 6 jours). Pourtant, une étude récente montre 
que lors d’expositions chroniques à CDT (de 60 à 220 jours), des cellules de rats ou 
humaines survivantes parviennent à poursuivre leur prolifération (Guidi et al., 2012). 
L’instabilité génomique provoquée par CDT dans ces cellules, pourrait être à l’origine 
de la sélection de cellules mutées, tolérantes à CDT. En effet, ces cellules sélectionnées 
possèdent une réponse aux CDB atténuée, ce qui pourrait leur permettre de 
« tolérer » l’action génotoxique de CDT, sans activer l’apoptose ou la sénescence. Ceci 
est cohérent avec l’accumulation de mutations et d’aberrations chromosomiques 
observées dans ces lignées exposées chroniquement à CDT (Guidi et al., 2012).  
 
 L’action de CDT in vivo 
Malgré son potentiel génotoxique, l’expression de CDT est historiquement 
associée à des pathologies essentiellement infectieuses chez l’animal et l’homme. En 
effet, une augmentation du nombre de bactéries exprimant CDT a pu être constatée 
dans les fèces de patients (Albert et al., 1996) ou de porcs (da Silva et al., 2002) 
atteints de diarrhées à E. coli. Par ailleurs, le clonage de CDT dans une souche E. coli 
non pathogène est suffisant pour causer une diarrhée chez la souris (Okuda et al., 
1997). À l’inverse, l’inactivation de CDT chez une souche pathogène de C. jejuni 
conduit à une diminution de la quantité de bactéries dans le sang, foie et rate de 
modèles souris (Purdy et al., 2000). À l’heure actuelle, aucune investigation liant 
l’instabilité génétique induite par CDT à un effet tumorigène sur l’homme n’a été 
effectuée. En revanche, l’expression de CDT dans une souche de Helicobacter 
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hepaticus induit la formation de nodules dysplasiques hépatiques (Ge et al., 2007), 
similaires aux lésions pré-malignes d’hépatocarcinomes chez la souris (Rogers et al., 
2004). L’apparition de ces lésions est spécifique de l’activité catalytique de CDT, 
puisqu’en l’absence de cdtB, H. hepaticus colonise toujours le foie mais ne provoque 
plus de nodules dysplasiques (Ge et al., 2007). Un autre exemple du risque 
carcinogène de CDT a été évoqué avec des souches de C. jejuni responsables de gastro-
entérites chez un modèle de souris déficient pour NF-KB (Fox et al., 2004). Seule 
l’expression de CDT avec un cdtB fonctionnel favoriserait non seulement la 
colonisation de C. jejuni au niveau de l’estomac et du duodenum, mais également 
l’apparition de plusieurs régions dysplasiques et hyperplasiques dans l’estomac et le 
duodenum (Fox et al., 2004). 
 
 Contradictions avec le modèles actuel : problématique 
Plusieurs éléments de la littérature ne correspondent pas au modèle établi du 
mécanisme d’action génotoxique de CDT. 
De manière intéressante, un grand nombre de lignées ont besoin de répliquer 
leur ADN pour s’arrêter au checkpoint G2/M en réponse à CDT (Comayras et al., 1997, 
Sert et al., 1999). En effet, des expériences de synchronisation en cellules humaines 
montrent que peu importe la phase du cycle dans laquelle la cellule est exposée à CDT, 
les cellules effectuent une nouvelle phase S avant de s’arrêter en G2. Exemple : des 
cellules HeLa exposées à CDT en G2 effectuent un cycle cellulaire complet avant d’être 
arrêté à la G2 suivante, alors que les mêmes cellules exposées à l’etoposide sont 
bloquées en G2/M immédiatement (Sert et al., 1999). Ces résultats sont surprenants 
de la part d’une génotoxine produisant en théorie des CDB directes. Alternativement, 
ces données supposent un rôle important de la phase S dans la cytotoxicité de CDT, qui 
n’est pas prédit par le modèle.  
La différence temporelle entre l’arrivée de CDT au noyau et l’apparition de CDB 
dans la cellule cible est troublante. En effet, alors que cdtB est capable d’atteindre le 
noyau en environ 3 h (Damek-Poprawa et al., 2012, Nishikubo et al., 2003, McSweeney 
et al., 2004) dans la majorité des modèles cellulaire étudiés, l’apparition de CDB 
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détectables (soit directement, soit par des marqueurs associés) est plus tardive : de 8 à 
24 h plus tard (Hassane et al., 2003, Cortes-Bratti et al., 2001b, Frisan, 2001, Frisan et 
al., 2003, Bielaszewska et al., 2004, Liyanage et al., 2010).  
Ces observations nous ont poussés à imaginer que la formation des CDB induites 
par CDT ne serait pas directe, et que le cycle cellulaire (particulièrement la phase S) 
pourrait être un facteur important pour la formation de ces CDB.  
 Afin de vérifier cette hypothèse et proposer un modèle plus cohérent, nous 
avons utilisé de faibles doses de CDT purifié (50 pg/mL), et suivi pendant 48h la 
cinétique d’apparition des dommages à l’ADN. En effet, de trop fortes doses (au-delà 
de 1 µg/mL) pourraient masquer le mécanisme réel par une toxicité trop élevée. En 
comparant différentes techniques de détection des dommages, nous montrons que les 
CDB ne sont pas le premier type de dommage qu’induit CDT d’Escherichia coli 
(EcCDTWT). En effet, nos données indiquent la production par CDT de CSB qui sont 
ensuite converties en CDB pendant la phase S. Enfin, nous montrons que la RH prend 
en charge ces CDB associées à la réplication.  
 
 Article : Des cassures simple-brin aux cassures double-brin pendant 2)
la phase S : un nouveau mode d’action de la Cytolethal Distending 
Toxin d’E.coli. 
 
Article publié (CMI 12028) dans le journal Cellular Microbiology  
(Fedor et al., 2012). 
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 Figures supplémentaires :  
 
 
Fig. S1. Cell cycle effect of CDT on p53-positive cells. A. HT1080 cells were 
exposed to EcCDTWT LD50 for 72 h. Cells were stained with propidium iodid and 
cell-cycle distribution analysis was performed by flow cytometry. Peaks 
respectively correspond to cells in G1 (left peak) or in G2 (right peak). B. HeLa 
cells were exposed to EcCDTWT LD50 for 24 h and stained with 53BP1 and cyclin 
A antibodies. Cells positive for cyclin A (white bars), positive for 53BP1 foci 
formation and cyclin A (light gray bars), or positive for 53BP1 foci formation and 
cyclin A negative (dark gray bars) were quantified. Cells were scored positive for 
foci formation when >5 foci/nuclei were detected. n = 3; results obtained from 
independent experiments. Error bars, SD; *P < 0.05. 
 
  










Fig. S2. Evolution of PCNA and cyclin B1 staining during cell cycle. A. PCNA 
staining progresses during S-phase. Example of PCNA pan-nuclear staining 
(left cell), early S-phase specific, and PCNA foci staining (right cell), late S-
phase specific. B. HeLa cells were synchronized by double thymidine bloc as 
described in experimental procedures. Cell were released in fresh medium for 
the indicated times and stained with an anti PCNA antibody. Proportion of cells 
with a pan-nuclear staining (early S, dark gray) or foci PCNA staining (late S, 
lighter gray) was counted. One representative experiment is shown. C. Cyclin 
B1 staining during the cell cycle. Example of various cyclin B1 staining (green): 
G1 cells are cyclin B1 negative; S-phase cells have a light, cytoplasmic cyclin 
B1 staining; G2 cells present a strong, cytoplasmic cyclin B1 staining; cells in 
mitosis show a strong pan-cellular cyclin B1 staining with condensed 
chromosomes. D. HeLa cells were synchronized by double thymidine bloc as 
described in experimental procedures. Cells were released in fresh medium for 
the indicated times and stained with an anti-cyclin B1 antibody. Scale bar = 20 
µm. According to the cyclin B1 staining, the proportion of cells in S-phase 
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Fig. S3. RAD51 do not 
relocalize to direct DSB 
induced by high 
concentrations of CDT. 
A. HeLa cells were 
exposed to EcCDTWT 
for 24 h and DSBs 
were detected by 
γH2AX (red) and 
RAD51 (green) 
immunostaining. Scale 
bar = 20 µm. B. 
Quantification of HeLa 
cells positive for 
γH2AX and RAD51 foci 
formation after 
EcCDTWT exposure for 
3 h or 6 h and for the 
following 
concentrations: LD50 
(50 pg/mL), LD75 (2.4 
ng/mL), LD95 (25 
ng/mL). Results 
obtained from 3 
independent 
experiments. Error 
bars, SD; *P < 0.05, 
**P < 0.01. 
 
  








Fig. S4. Camptothecin induces replication-associated DSB similar to CDT. HeLa 
cells were exposed to 0.1 µM camptothecin for the indicated times and stained 
with 53BP1 and PCNA antibodies. A. HeLa cells positive for PCNA pan-staining 
(early S-phase cells, dark gray bars) or PCNA foci staining (late S-phase cells, 
light gray bars) were quantified. Cells were scored positive for PCNA foci when 
distinguishable foci could be observed and positive for PCNA pan-staining when 
PCNA stained uniformly the nucleus. n = 3; results obtained from independent 
experiments. Error bars, SD. B. Quantification of HeLa cells positive for 53BP1 foci 
formation. Cells were scored positive for 53BP1 foci formation when >5 foci/nuclei 
were detected in cells positive for PCNA foci staining (light gray bars), in cells 
positive for PCNA pan-nuclear staining (dark gray bars) or in cells negative for 
PCNA staining (white bars). n = 3; results obtained from independent experiments. 
Error bars, SD. 




Figure 42. L’exposition à CDT à des temps précoces n’affecte pas la viabilité des cellules HeLa. 









Figure 43. CDT induit une perturbation de la phase S différente entre HT1080 et HeLa. 
Des HT1080 ou des HeLa sont exposées pendant les temps indiqués à une LD50 de EcCDT
WT
. Les cellules 
sont fixées et marquées en immunofluorescence par un anticorps anti PCNA pour analyser les cellules 
en phases S et anti-ϒH2AX ou 53BP1 pour analyser la formation de CDB. Les cellules sont classées en 
phase S précoce ou tardive selon le marquage décrit dans la figure S2 de l’article. Une cellule est 
considérée positive si elle possède plus de 5 foyers ϒH2AX ou 53BP1. Barres : déviation standard. N=3 
pour les HeLa. HT1080 : moyenne de deux expériences indépendantes.  
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 Résultats additionnels  3)
 
 Validation de l’essai COMET a.
Les essais COMET alcalins présentés dans la figure 2 de l’article révèlent les CSB, 
CDB et sites alkali-labile créés après l’exposition à EcCDTWT à temps courts. Cependant, 
l’exposition à EcCDTWT sur des temps longs provoquent la mort des cellules par 
apoptose (Cortes-Bratti et al., 2001b). Or l’apoptose conduit à la libération de DFF40, 
l’endonucléase responsable de la fragmentation de l’ADN. Afin de déterminer si l’effet 
observé en COMET est dû à l’activité nucléase de cdtB ou à la fragmentation de l’ADN 
suite à une apoptose précoce, la viabilité des cellules HeLa est estimée en réponse à 
l’exposition à EcCDTWT (Dose létale 50, 50 pg/mL) et EcCDTH153A dans les conditions 
identiques à celles des COMET de l’article (Figure 42). Aucune différence significative 
de viabilité n’a pu être observée dans ces conditions, signifiant que le signal obtenu en 
COMET n’est pas dû à une apoptose précoce, mais bien à l’activité génotoxique de 
EcCDTWT.  
 
 L’effet de CDT sur une lignée fonctionnelle pour p53 b.
 Comme évoqué dans l’article, le statut p53 semble être un élément important 
dans la réponse à EcCDTWT. En effet, ces cellules HT1080 possèdent un checkpoint 
G1/S grâce à une protéines p53 fonctionnelle (Pellegata et al., 1996) et réagissent 
différemment des HeLa à l’exposition à EcCDTWT. Alors que les cellules HeLa en phase S 
et G2 continuent de s’accumuler entre 24h et 48h d’exposition à EcCDTWT, les HT1080 
semblent atteindre un plateau après 24h (Figure S1 B de l’article). Cela supposerait que 
les cellules qui s’accumulent soient celles qui étaient en phase S au moment de 
l’exposition, et qui se sont arrêtées au checkpoint G2 suivant. Afin d’analyser plus 
finement la réponse des HT1080 à EcCDTWT, l’évolution de la phase S et l’apparition de 
CDB sont analysées chez les HT1080 en réponse à EcCDTWT et comparées aux HeLa 
(Figure 43).  











Figure 44. Influence du checkpoint G1/S dans la réponse à CDT. 
Des cellules HeLa (A) ou HT1080 (B) ont été synchronisées en mitose par double bloc 
thymidine/nocodazole (voir procédures expérimentales). 2 h après le relargage dans du milieu frais, les 
cellules sont exposées ou non à une DL50 de EcCDT
WT
. 24 heures plus tard, le profil du cycle cellulaire 
est analysé par cytométrie en flux. NT : cellules non synchronisées et non traitées à EcCDT
WT
. N+24h 
relargage : Cellules synchronisées en mitose puis relarguées 24 h sans traitement. N+ 24 h CDT : cellules 
synchronisées en mitose puis relarguées 24 h avec 1LD50 de EcCDT
WT
. Le premier pic correspond aux 
cellules en phase G1, le second aux cellules en G2/M. Une expérience représentative est montrée. 
  
Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
266 
 
 De manière intéressante, le nombre total de HT1080 marquées par PCNA ne 
semble pas augmenter au cours des 48 h de traitement EcCDTWT, contrairement aux 
HeLa (Figure 43 A), ce qui corrèle avec les résultats obtenus avec la cycline A (Figure S2 
de l’article). En revanche la proportion de HT1080 marquées en fin de phase S 
augmente après 24 h d’exposition, parallèlement à la diminution des HT1080 en phase 
S précoce. Comme supposé pour les HeLa dans l’article, le marquage PCNA en foyers 
caractéristique de la fin de phase S pourrait représenter de la réparation post-
réplicative chez les HT1080 en réponse à EcCDTWT. Ceci est probable étant donné 
l’accumulation de CDB dans les HT1080 avec un marquage PCNA en foyer (Figure 43 
B). Ces données montrent que, comme pour les HeLa, l’apparition de CDB en réponse 
à CDT se fait majoritairement par la phase S chez les HT1080. De plus, cette exposition 
provoque une augmentation de la proportion de HT1080 avec des foyers PCNA et 
endommagées, comme pour les HeLa. En revanche, une différence importante 
distingue les deux lignées : si la proportion de cellules en phase S augmente tout au 
long de l’exposition des HeLa, le checkpoint G1/S fonctionnel des HT1080 empêche 
probablement l’entrée de nouvelles cellules dans la phase S. 
 Afin d’établir l’efficacité du checkpoint G1/S des HT1080 en réponse à CDT, les 
deux lignées sont testées pour leur capacité à franchir ce checkpoint en réponse à une 
exposition à CDT. 
 De manière intéressante, on observe une réponse différente entre les deux 
lignées. Confirmant l’absence d’un checkpoint G1/S fonctionnel chez les HeLa, 
l’exposition à CDT provoque l’arrêt à la G2 suivante uniquement (Figure 44 A, 3ème 
graphique), alors que les HeLa relarguées sans traitement EcCDTWT poursuivent leur 
cycle cellulaire (Figure 44 A, 2nd graphique). En revanche, les HT1080 traitées EcCDTWT 
sont stoppées au checkpoint G1/S (Figure 44 B, 3ème graphique), alors que les HT1080 
relarguées sans EcCDTWT ont franchi le checkpoint G1/S et poursuivent leur cycle 
(Figure 44 A, 2ème graphique). Ces données prouvent qu’en réponse aux dommages 
produits par CDT, les HT1080 sont capable d’activer les checkpoint G1/S et de stopper 
le cycle cellulaire, tandis que les HeLa ne peuvent être stoppées qu’en G2/M.  
 





Figure 45. Recrutement de RAD51 dans les HT1080 en réponse à CDT. 
Les cellules HT1080 ou Hela sont exposées à 1 DL50 de EcCDT
WT
 pendant les durées indiquées. Les 
cellules sont fixées marqués en immunofluorescence par des anticorps anti RAD51 et ϒH2AX. Une cellule 
est considérée comme positive si elle possède plus de 5 foyers (RAD51 ou ϒH2AX). Barre d’erreur : 
déviation standard. N=3 pour les HeLa.  
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 Les CDB dépendantes de EcCDTWT à faible dose se produisent en phase S, aussi 
bien dans les HeLa que les HT1080 (Figure 43). Si ces CDB associées à la réplication 
semblent être prises en charge par RH dans les HeLa, ce devrait être également le cas 
dans les HT1080 exposées à CDT. Pour cela, les HeLa et les HT1080 sont exposées à 
EcCDTWT LD50, puis le recrutement de RAD51 et la phosphorylation de ϒH2AX sont 
analysés.  
 De manière intéressante, même si aucune CDB n’est détectée après 3 h 
d’exposition chez les HT1080, la quantité de HT1080 positives pour ϒH2AX semble être 
plus importante que les HeLa à 6 h d’exposition (Figure 45 A). Etant donné que 
l’apparition des CDB est liée au cycle cellulaire, ceci s’explique par le temps de 
doublement des HT1080 (environ 19 h) inférieur à celui des HeLa (environ 27 h). Les 
HT1080 cyclant plus rapidement, on peut supposer qu’elles accumulent les CDB 
associées à la réplication plus rapidement que les HeLa. Comme observé 
précédemment, le nombre de HT1080 avec des CDB atteint un plateau après 24 h de 
traitement, alors que les cellules HeLa positives pour ϒH2AX continuent de 
s’accumuler. Comme pour les HeLa, chaque foyer RAD51 colocalise avec une CDB chez 
les HT1080. Par conséquent, l’évolution du nombre de HT1080 positives pour RAD51 
suit donc l’augmentation du marquage ϒH2AX en réponse à EcCDT
WT (Figure 45 B), et 
on observe le même plateau après 24 h. Ces résultats démontrent que les CDB 
associées à la réplication, causées par EcCDTWT, sont prises en charge par la RH aussi 
bien dans les HT1080 que dans les HeLa.  
 
 Un marqueur de stress réplicatif : les 53BP1 nuclear bodies c.
           Notre article a montré que les cellules exposées à CDT subissaient un stress 
réplicatif, responsable de la formation de CDB. Or deux études ont montré que des 
structures bien particulières se formaient en réponse aux stress réplicatifs : les 53BP1 
nuclear bodies (Harrigan et al., 2011, Lukas et al., 2011). Il s’agit de foyers 53BP1, 
environ 5 fois plus grand que les foyers classiques (Figure 45 A), dont la formation est 
dépendante de ϒH2AX et ATM. Ils sont essentiellement présents dans les cellules en G1 
(cycline A négative, Figure 45 B) et disparaissent au cours de la phase S. S’ils sont 





















Figure 46. Formation de 53BP1 nuclear bodies en réponse à CDT. 
A. Les différents marquages 53BP1 (Rouge) en HeLa. Distinction entre les foyers 53BP1 marquant les 
CDB (gauche) et les 53BP1 nuclear bodies (droite, flèche blanche). B. Principe du marquage cycline A 
pour identifier les cellules en G1. Exemple de HeLa en phase G1 (cycline A négative, gauche) et en phase 
S ou G2 (cycline A positive, droite). C. Les cellules HeLa sont exposées pendant les durées indiquées à 
une DL50 de EcCDT
WT
 puis marquées par immunofluorescence avec des anticorps anti-cycline A et 
53BP1. Les cellules en G1 sont identifiées (comme expliqué en B.) et comptées (colonnes vertes). Les 
HeLa possédant au moins un 53BP1 nuclear body sont comptées (colonnes jaunes). Barres d’erreurs : 
déviation standard. N = 3 expériences indépendantes. **P < 0.01.  
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produits spontanément dans les cellules prolifératives, ils sont préférentiellement 
associés aux sites fragiles difficiles à répliquer et leur incidence augmente après un 
stress réplicatif, même léger (comme un traitement à faible concentration 
d’aphidicoline). Le rôle des 53BP1 nuclear bodies est mal connu, les modèles 
proposent une fonction protectrice des séquences mal répliquées ou des lésions 
chromatiniennes (Lukas et al., 2011) afin d’éviter leur dégradation. Pour confirmer le 
stress réplicatif par CDT, nous avons recherché la présence de 53BP1 nuclear bodies 
dans des cellules HeLa exposées à EcCDTWT. Afin d’identifier les cellules en G1, un 
marquage cycline A a été effectué pour éliminer toutes les cellules en S ou G2 (Figure 
46 B). Comme expliqué dans l’article, l’exposition à EcCDTWT conduit à l’accumulation 
de cellules HeLa en G2 et par conséquent, la diminution du nombre de cellules en G1, 
cycline A négatives (Figure 46 C). En revanche, le nombre total de cellules portant un 
ou plusieurs 53BP1 nuclear bodies ne semble pas augmenter de manière significative 
au cours de l’exposition à EcCDTWT (Figure 46 C). Cependant, le nombre de cellule en 
G1 diminuant, la proportion de 53BP1 nuclear body dans les cellules en G1 restantes 
augmente au cours de l’exposition. Après 48 h d’exposition, la quasi-totalité des 
cellules en G1 (88%) restantes porte au moins un 53BP1 nuclear body. Ces données 
confirment la réalité du stress réplicatif induit par EcCDTWT. 
 
 Procédures expérimentales additionnelles 4)
 
Synchronisation en mitose : bloc thymidine-nocodazole  
Des cellules à 40% de confluence sont incubées avec 2 mM de thymidine 
pendant 24h. La thymidine est éliminée et remplacée par du milieu frais, pendant 3h. 
50 ng/mL de nocodazole sont ajoutés au milieu pendant 12 h. Les cellules sont lavées 
deux fois au PBS.  
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 Discussion / Perspectives  5)
 
 Préciser l’activité DNase de cdtB a.
La littérature considérait CDT comme une enzyme capable d’induire des CDB 
directes conduisant à l’activation du checkpoint G2/M de manière dépendante d’ATM 
(Cortes-Bratti, 2000, Alaoui-El-Azher et al., 2010). Les enzymes de restriction de type 2 
sont des endonucléases capables de créer des CDB sites-spécifiques. Chaque enzyme 
possédant un site endonucléase, l’association en homodimères est indispensable pour 
cliver les deux brins d’ADN (Pingoud et al., 2001). Afin de déterminer si, à hautes doses, 
toutes les CDB provoquées par CDT sont issues de CSB se faisant face, ou si cdtB est 
capable d’induire directement des CDB, il serait intéressant de vérifier si cdtB est capable 
de s’homodimériser. A l’heure actuelle, les seuls domaines d’interaction protéine-
protéine connus de cdtB sont ceux lui permettant d’interagir avec les autres sous-unités, 
cdtA et cdtC. Isoler d’hypothétiques formes multimériques de cdtB serait possible par gel 
filtration de cdtB purifié. D’autre part, en fusionnant indépendamment cdtB avec deux 
tags différents, il serait possible de confirmer cette multimérisation par 
immunoprécipitation d’une forme taguée avec la seconde. Si l’interaction est confirmée, il 
sera alors crucial de localiser le domaine impliqué et déterminer si l’inactivation de ce 
domaine peut influer sur la capacité de cdtB à couper l’ADN double-brin. Cependant, 
l’hypothèse de multimères de cdtB reste peu probable : en effet, les expériences de 
digestion de plasmides circulaires par cdtB in vitro montrent d’abord la formation d’ADN 
relaxé (produit par des CSB) avant la formation d’ADN linéaire (produit par des CSB) 
(Elwell et al., 2000, Li et al., 2002, Elwell et al., 2001, Mao et al., 2002). Malgré les temps 
d’incubation (jusqu’à 12h) et les concentrations de cdtB élevées (de 1 µg à 20 µg de cdtB 
purifié par réaction), cet ADN linéaire persiste est n’est pas dégradé en smear, ce qui 
signifie qu’une seule CDB au maximum s’est produite sur ces plasmides. Ce résultat serait 
cohérent avec l’action d’une DNase monomérique, provoquant des CSB et conduisant à 
des CDB uniquement lorsque deux CSB sont proches, plutôt qu’avec l’action d’enzymes 
de restrictions classiques conduisant au clivage direct des deux brins et à la formation 
_________________________________________________________________________ 
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d’ADN linéaire. Néanmoins, on ne peut pas exclure que les cofacteurs nécessaires à 
l’activité DNase double-brin optimale de CDTb soient absents des essais in vitro. 
 
 Etudier les voies de réponses aux dommages activées par CDT b.
Notre travail démontre que CDT produit des CDB au cours de la phase S, via un 
stress réplicatif. Lors d’un ralentissement/blocage de fourche, une voie de signalisation 
impliquant RPA, ATR, ATRIP et CHK1 est nécessaire pour stabiliser au maximum la 
fourche de réplication (la voie est développée dans le chapitre I. 2) d.). Les modèles 
actuels prédisent que si la fourche ne redémarre pas, elle peut s’effondrer et 
provoquer une CDB, signalée alors par la voie ATM-CHK2 (chapitre I. 3) b.). Des 
résultats préliminaires au laboratoire semblent corroborer cette hypothèse : ils 
montrent une phosphorylation de CHK1 (voie ATR) antérieure de plusieurs heures à 
l’activation d’ATM (Elisabeth Bezine, données non publiées). ϒH2AX étant un substrat 
d’ATR et ATM, l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de l’activité d’ATR (Peasland et al., 
2011) ou d’ATM (Hickson, 2004), ou encore la déplétion de ces deux protéines par ARN 
interférence, renseignerait plus efficacement sur leur implication lors de l’apparition 
des foyers ϒH2AX associés à CDT. 
 
 La réparation des dommages causés par CDT c.
 
 La réparation post réplicative 
Lorsqu’un dommage perturbe la progression de la fourche de réplication, des voies 
telles que le template switching ou la TLS (chapitre I. 2) e.) sont chargées d’assurer le 
redémarrage de la fourche et de répliquer l’ADN endommagé. Selon le modèle actuel, ces 
deux voies opéreraient aussi bien au niveau de la fourche qu’après passage de celle-ci : 
c’est la réparation post-réplicative (Post replication repair, PRR). Des modifications post-
traductionnelles (mono ou polyubiquitylation) de PCNA sont essentielles dans ce 
processus. Or, après une longue exposition à la toxine CDT (plus de 24 ou 48 h), nous 
observons des foyers PCNA en phase G2, qui pourraient correspondre à de la PRR. Il est  
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possible d’analyser l’état d’ubiquitination de PCNA par western blot, car les groupements 
ubiquitines (environ 8 kDa chacun) ajoutés en chaîne provoquent une augmentation de la 
taille de PCNA (un shift), visible en western blot (Karras et al., 2010). Tester l’importance 
des modifications de PCNA en réponse à CDT pourrait être possible en complémentant 
des cellules PCNA déficientes avec une forme mutée sur la lysine 164 mono-ubiquitinée. 
Si cette ubiquitination est importante pour la survie à CDT, on devrait s’attendre à une 
sensibilisation des cellules.  
 
 La réparation par NHEJ à fortes doses 
La RH est cruciale pour la prise en charge de dommages réplicatifs (voir chapitre I. 
4) b.) tels que les CDB provoquées par les effondrements de fourches. L’implication de la 
RH au cours de la phase S se fait à plusieurs niveaux, puisque des protéines clefs de la RH 
(telle RAD51) sont nécessaires pour le template switching, ou encore la réparation des 
pontages inter-brins au cours de la réplication par la voie de l’anémie de Fanconi. Il est 
donc cohérent de constater que la RH, par l’intermédiaire de RAD51, prend en charge les 
CDB induites par CDT à faibles doses. Pour de fortes doses de CDT, produisant des CDB 
indépendantes de la réplication, nous supposons un rôle plus important de la NHEJ. Il 
serait intéressant de vérifier cette hypothèse en analysant le recrutement sur la 
chromatine des protéines de la NHEJ (Ku, DNA-PK, Ligase IV, XRCC4…) par fractionnement 
cellulaire. De plus, l’inhibition de la NHEJ, par siRNA ou inhibiteurs spécifiques, pourrait 
avoir des impacts différents sur la viabilité cellulaire en fonction des doses de CDT 
utilisées.  
 
 Le rôle de la recombinaison homologue 
Si l’inhibition de la RH conduit à une hypersensibilité des cellules aux CDB de CDT, la 
prise en charge par la RH lors de la phase S ne semble pas empêcher la mort de la cellule 
ou l’activation de la senescence. Cela peut supposer que, bien que la RH soit mobilisée, 
elle est incapable de réparer les CDB induites par CDT. C’est envisageable si on imagine 
que cdtB reste fixée aux extrémités ADN après cassure, empêchant la prise en charge 
_________________________________________________________________________ 
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efficace par la RH, ou si cdtB a un effet inhibiteur sur les protéines de réparation. Une 
observation comparable a pu être effectuée sur des cellules humaines (HCT116) exposées 
sur de longues durées à CDT (60 jours) : si les cellules survivantes présentent 
effectivement des défauts dans la réponse aux dommages à l’ADN, il est impossible de 
dire si ceux-ci sont dus à une régulation négative des voies ou à des mutations (Guidi et 
al., 2012). Afin de vérifier si, à court terme, CDT influe sur la réparation, il serait 
intéressant de vérifier l’efficacité de la RH en réponse à CDT, grâce à des tests 
fonctionnels de réparation : par exemple à l’aide du système DR-GFP, où la reconstitution 
d’une GFP fonctionnelle dépend de l’utilisation de séquences homologues pour réparer 
des cassures induites par une enzyme de restriction (pour revue, voir(Willers et al., 2002). 
L’utilisation de la lignée HT1080 fonctionnelle pour p53 nous a permis de mettre en 
évidence l’importance du checkpoint G1/S et d’accentuer le rôle de la phase S dans la 
formation des CDB produites par CDT. Dans la plupart des modèles, p53 est nécessaire à 
l’activation du checkpoint G1/S en réponse aux dommages et participe à l’activation du 
checkpoint G2/M. En réponse à des dommages à l’ADN, les lignées tumorales déficientes 
pour p53 passent en phase S (Fan et al., 1997), pour revue(Hartwell et al., 1994) mais 
s’arrêtent au checkpoint G2 (Kastan et al., 1991, Bae et al., 1995). Ceci signifie que p53 
n’est pas obligatoire à l’activation du checkpoint G2, et que l’inhibition de CDC25 par 
ATM-CHK2 et/ou ATR-CHK1 est suffisante pour activer le checkpoint G2, en l’absence de 
p53. Néanmoins, le statut p53 n’est pas le seul élément variant entre les HT1080 et les 
HeLa. Les deux lignées provenant de tumeurs, et donc de tissus différents, d’autres 
paramètres (comme le trafic intracellulaire, les protéines de membrane, le 
métabolisme…) pourraient expliquer les différences de réponse à CDT observées entre les 
deux lignées. C’est pourquoi il serait intéressant de confirmer l’importance de p53 dans 
deux lignées isogéniques, dont l’une est déficiente pour p53 (Bunz et al., 1999).  
 
 L’effet de CDT sur les cellules en prolifération in vivo  d.
 
 





Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
280 
 
 CDT dans l’intestin   
 Grâce à notre approche in cellulo, nous avons pu mettre en évidence que l’action à 
faible dose de CDT provoque des CDB en priorité dans les cellules en phase S, donc 
prolifératives. Il serait intéressant de vérifier la réalité de cette affirmation dans un 
contexte in vivo. CDT est exprimé par plusieurs souches de bactéries commensales, 
comme E. coli (pour revue,(Jinadasa et al., 2011), et l’intestin est un tissu en constant 
renouvellement. Les cellules prolifératives sont concentrées en majorité dans les cryptes 
de Lieberkühn, des invaginations de l’intestin, et migrent en direction de la lumière 
intestinale, vers les villosités, lors de leur différenciation (pour revue,(Crosnier et al., 
2006). D’une manière similaire à notre étude sur lignée établie, il serait intéressant 
d’observer si l’effet de CDT est plus important sur ces cellules en prolifération plutôt que 
sur les cellules voisines, et si CDT est capable d’affecter le renouvellement tissulaire. Le 
renouvellement tissulaire intense fait de l’intestin un terrain relativement hostile pour les 
bactéries cherchant à le coloniser. CDT pourrait ainsi procurer un avantage sélectif en 
réduisant ce renouvellement et en favorisant la colonisation de la bactérie qui le produit. 
Cette hypothèse est notamment alimentée par des travaux chez un modèle murin 
d’entérite, où la colonisation de Campylobacter jejuni est spécifiquement favorisée par 
l’expression de CDT (Fox et al., 2004).  
L’impact d’une telle génotoxine in vivo soulève également la question du risque 
carcinogène. Un travail récent vient de démontrer que CDT est capable de provoquer une 
instabilité chromosomique à l’origine de mutations, lors d’une exposition chronique dans 
une lignée humaine (Guidi et al., 2012). Chez la souris, deux études ont démontré que 
l’expression de CDT -par des souches Campylobacter jejuni ou Helicobacter hepaticus- 
était à l’origine de lésions dysplasiques potentiellement cancéreuses, respectivement 
dans l’estomac (Fox et al., 2004) et dans le foie (Ge et al., 2007). 
 
 CDT dans l’estomac 
Helicobacter pylori, est une bactérie très répandue dans le microbiote gastrique et 
est fréquemment à l’origine d’infections bactériennes. De plus, lors de ces infections, H. 
_________________________________________________________________________ 
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pylori provoque une réponse inflammatoire favorisant l’apparition de cancers de 
l’estomac, si bien que H. pylori est officiellement considérée comme cancérigène par 
l’IARC (International Agency For Research On Cancer). Dans le monde, l’adénocarcinome 
gastrique est la deuxième cause de mort par cancer, les patients ayant moins de 15% de 
chances survie au‐delà de 5 ans. Seule une petite proportion des individus colonisés par 
cette bactérie développe un adénocarcinome, mais tous sont sujets à une gastrite 
chronique persistante (Peek et al., 2002). 
Certaines protéines de H. pylori semblent importantes pour sa cancérogénicité, 
même si le lien de cause à effet reste flou, à commencer par la protéine VacA (Sundrud, 
2004), qui induit la formation de vacuoles dans les cellules épithéliales. Mais également, 
les protéines BabA, SabA, OipA (adhésines permettant à H. pylori de s’accrocher aux 
cellules cibles) sont essentielles aux cancers induits par H. pylori (Franco et al., 2008). 
Enfin, des protéines de l’ilot de pathogénicité nécessaires au système d’injection de type 
IV sont impliquées : par exemple, virB11, cagA et cagE (Cytotoxicity associated antigen A, 
E) (Lima et al., 2010). On soupçonne virB11, cagA et cagE de favoriser la cancérogénèse 
gastrique, en stimulant la prolifération et la survie en interagissant avec la voie des 
Mitogen-activated protein kinase (MAP-kinase) (pour revue,(Lax et al., 2002). Par ailleurs, 
les cancers gastriques induits par H. pylori présentent une instabilité génétique et des 
systèmes de réparation moins efficaces (Machado et al., 2010). Etant donné que ces 
caractéristiques rappellent la génotoxicité de CDT, il serait intéressant d’analyser 
l’expression de potentielles génotoxines dans ces souches de H. pylori. Pour l’instant, 
aucun gène codant pour CDT chez H. pylori n’a pu être identifié (Tomb et al., 1997, 
Suerbaum et al., 2003), mais on ne peut exclure l’implication d’autres génotoxines, 
comme la colibactine. Ceci mènerait à une théorie intéressante : si les protéines 
d’adhésion et du système de transport de type IV sont effectivement importantes pour la 
cancérogénèse gastrique, serait-ce parce qu’elles permettent d’injecter une génotoxine 
directement dans la cellule cible ?  
 
 CDT dans le foie 
CDT est exprimé par Helicobacter hepaticus, un pathogène du foie responsable 
_________________________________________________________________________ 




Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
284 
 
d’hépatites chez la souris et qui est génétiquement proche d’Helicobacter pylori. Ce 
pathogène est capable d’induire en 4-10 mois des lésions néoplasiques potentiellement 
cancérigènes dans le foie de souris infectées, et ce, de manière dépendant de cdtB (Ge et 
al., 2007). L’implication d’Helicobacter hepaticus dans les hépatites humaine est encore 
vague, mais il semble important pour la santé de vérifier si les souches bactériennes 
colonisant le foie expriment CDT. En effet, le foie possède la capacité de se régénérer en 
cas de lésions, en stimulant la division des hépatocytes. Si CDT provoque effectivement 
des CDB dans les cellules en prolifération in vivo, cette régénération pourrait bien être le 
point d’origine d’un cancer. Ce point semble particulièrement important dans les cas de 
greffes partielles du foie : en effet, après hépatectomie partielle, la partie du foie restant 
chez le donneur se régénère par divisions cellulaires. La partie du foie transplantée subit 
également une prolifération accrue chez le greffé, afin de remodeler l’organe. Si le foie 
est contaminé par une souche produisant CDT, on peut imaginer que la génotoxicité 
induite par CDT puisse conduire à un cancer, facilité par l’immunosuppression du greffé.  
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IV. Conclusion générale 
D’une part, mon travail de thèse sur les nanobodies a permis de participer au 
développement d’un nouvel outil, qui permettrait de suivre les CDB en temps réel, 
dans une cellule vivante. Cet outil nécessite encore de la mise au point et des étapes 
de validation in vivo et in vitro pour confirmer que ϒH2AX est bien la cible du 
nanobody, même si les résultats préliminaires sont prometteurs. Si la preuve de 
concept est établie, cet intrabody constituerait à ma connaissance l’un des premiers 
nanobodies intracellulaires capable de traquer une modification post-traductionnelle 
en temps réel. Cet outil constituerait donc une avancée significative dans la maitrise et 
la manipulation de la technologie des nanobodies.  
L’utilisation d’un tel outil en recherche fondamentale fournirait des 
renseignements intéressants et précis sur les cinétiques d’apparition et de réparation 
des CDB, en fonction du statut des protéines de réparation/signalisation, mutées dans 
certains syndromes. Utilisé en recherche appliquée, cet outil pourrait renseigner sur 
l’évaluation du risque d’agents génotoxiques, seuls, en combinaison ou métabolisés. Il 
est d’une importance cruciale de pouvoir discriminer les agents produisant des CDB 
réparables de ceux produisant des CDB persistantes irréparables.  
Enfin, cet outil peut lui-même évoluer pour s’adapter à d’autres besoins. En 
effet, les nanobodies sont en général intrinsèquement stables et utilisables dans de 
nombreux contextes (animaux, systèmes cellulaires, biochimie…). De plus, ils sont aisés 
à produire et à exprimer en fusion avec d’autres protéines. Enfin, ils diffusent 
largement dans les tissus vivants, sont bien tolérés par le système immunitaire et sont 
rapidement éliminés. Grâce à ces caractéristiques, les nanobodies pourraient 
potentiellement supplanter les anticorps double-chaîne classiques dans bien des 
domaines. Par conséquent, le développement de nouveaux nanobodies et la maitrise 
de cette technologie pourrait à terme, représenter une petite révolution dans le 
monde de la biologie et de ses biomarqueurs. 
 D’autre part, mon travail de recherche sur le mécanisme génotoxique de CDT a 
permis d’éclaircir certaines incompréhensions liées à son modèle actuel, en 
démontrant l’importance du cycle cellulaire dans la génotoxicité de CDT. Il ouvre 






Thèse Yoann FEDOR                                                                                            2012 
288 
 
également des perspectives de recherche intéressantes pour appréhender la 
signalisation et la réparation des dommages induits par CDT. Le fonctionnement 
intracellulaire de CDT recèle encore plusieurs zones d’ombres, comme ses cibles à la 
membrane cellulaire, la manière dont il détourne les protéines du trafic, ainsi que ses 
interactions avec l’ADN génomique. Les avancées scientifiques permettent de détecter 
de plus en plus de souches bactériennes, pathogènes ou commensales, exprimant 
cette génotoxine. Il semble donc capital de bien comprendre les risques sanitaires 
qu’elle présente.  
L’implication d’Helicobacter pylori dans les ulcères et les cancers de l’estomac a 
éclairé sous un jour nouveau le rôle des interactions hôtes-pathogènes dans 
l’apparition de certaines pathologies, dont le cancer. Les processus mis en œuvre par 
les bactéries pathogènes ou commensales pour nous coloniser affectent notre 
organisme par bien des aspects. Identifier et décrypter ces interactions fourniraient 
alors de nouvelles pistes pour prévenir ces pathologies.  
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Nouveau biomarqueur de cassures double-brin de l’ADN  
et génotoxicité de la Cytolethal Distending Toxin 
L’ADN est constamment la cible de dommages, issus de sources endogènes et 
exogènes. Parmi ces dommages, les cassures double-brin de l’ADN (CDB) représentent des 
lésions très cytotoxiques. La cellule peut détecter et réparer ces CDB, mais une réparation 
infidèle crée des mutations, sources de cancers. Ainsi, élucider les causes et les 
mécanismes responsables des CDB et suivre leur gestion par la cellule sont des éléments 
importants pour la compréhension de la génotoxicité. Les techniques actuelles de 
détection des CDB ne permettent d’analyser l’état de l’ADN qu’à un instant fixe. Le but de 
la première partie de ma thèse a donc été de créer un outil pour suivre la formation de 
CDB en temps réel, sur cellules vivantes. Nous avons sélectionné puis fait exprimer un 
nanobody (fragment d’anticorps monochaine de camélidés) intracellulaire dirigé contre un 
marqueur de CDB (γH2AX), qui semble se relocaliser aux CDB. La seconde partie de ma 
thèse a permis d’éclaircir le mécanisme d’action d’une génotoxine bactérienne : la 
Cytolethal Distending Toxin (CDT). La toxine CDT, sécrétée par des bactéries commensales 
et pathogènes, créé des CDB dans les cellules. Si CDT est décrite comme créant des CDB 
directes, j’ai pu montrer qu’à la Dose Létale 50, CDT produit d’abord des cassures simple-
brin qui dérivent en CDB au cours de la réplication et qui sont réparées par recombinaison 
homologue. En conclusion, mon travail de thèse a permis d’une part de développer un 
outil innovant permettant d’analyser la dynamique en temps réel des CDB en cellules 
humaine et, d’autre part, d’éclaircir le mécanisme de la génotoxicité de CDT, toxine 
représentant un risque cancérigène chez les mammifères.  
 
 
Real-time biomarker of DNA double-strand breaks 
and Cytolethal Distending Toxin genotoxicity 
DNA is constantly damaged, by endogenous or exogenous sources. Among these 
damages, DNA double-strand breaks (DSB) are one of the most cytotoxic lesions. Cells can 
detect and repair these DSB, but an inaccurate repair can lead to mutations and cancers. 
So, elucidating causes and mechanisms of DSB and following DSB management by the cell 
are important elements to understand genotoxicity. Current techniques to detect DSB only 
give informations on the DNA degradation state for a given timepoint. The goal of the first 
part of my thesis was to create an innovating tool to follow DSB formation real-time, in 
living cells. We selected an intracellular nanobody (fragment of a monochain camelids 
antibody) directed against a DSB marker (γH2AX), which seems to relocate to DSB sites. 
The second part of my thesis work allowed us to elucidate the mechanism of action of a 
bacterial genotoxin: the Cytolethal Distending Toxin (CDT). CDT is secreted by pathogenous 
and commensal bacteria and induces DSB in exposed cells. If CDT was previously known to 
induce direct DSB, I show that for lethal dose 50, CDT induces first single-strand breaks 
that are converted into DSB through DNA replication. These DSB are repaired by 
homologous recombination. In conclusion, thanks to my thesis work, I developed an 
innovative tool to analyze DSB dynamics in real time in human cells, in a first hand. In a 
second hand, we elucidated CDT mechanism of action, a toxin representing a 
cancerogenous risk for mammalians.  
